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1.1. Alteraciones renales agudas y crónicas 
 El riñón es un órgano altamente vascularizado que ejerce funciones de 
suma importancia, manteniendo la homeostasis corporal mediante la regulación 
de: i) la concentración de electrolitos y de la presión sanguínea, ii) el metabolismo 
lipídico, iii) la producción y utilización de la glucosa a nivel sistémico, iv) la 
degradación de hormonas y v) la excreción de metabolitos de desecho (Odermatt, 
2011).  
 
Figura 1. Diagrama de la estructura de un riñón (A). Diagrama de las estructuras del rñón. 
1. Corpúsculo renal, incluso el glomérulo y la cápsula de Bowman 2. Túbulo contorneado 
proximal 3. Túbulo recto proximal 4. Rama delgada descendente 5. Rama delgada 
ascendente 6. Rama gruesa ascendente (túbulo recto distal) 7. Mácula densa localizada 
en la porción final de la rama gruesa ascendente 8. Túbulo contorneado distal 9. Túbulo 
conector 9*. Túbulo de conexión entre la nefrona yuxtaglomerular que forma un arco 10. 
Conducto conector cortical 11. Conducto cortical medular externo 12. Conducto conector 









































La unidad funcional del riñón es el nefrón, en el cual se cumplen los 
mecanismos básicos de formación de la orina, la filtración glomerular y la 
reabsorción y secreción tubular. Los nefrones están formados por túbulos que se 
originan en un ovillo de capilares invaginado, el glomérulo. Cada túbulo se divide 
en túbulo contorneado proximal, asa de Henle, túbulo contorneado distal y tubo 
colector. Los túbulos contorneados se ubican en la corteza renal que rodea a la 
médula renal, en la que se encuentra el asa de Henle y el tubo colector, que 
desemboca en la pelvis renal (Figura 1) (Pawlina y col., 2016). 
El daño renal agudo se caracteriza por una rápida pérdida de la función 
excretora renal, en términos de horas o días, acompañada por la acumulación 
plasmática de productos del metabolismo del nitrógeno, como creatinina y urea. 
Estímulos como la inflamación sistémica y la hipoxia generan alteraciones que 
llevan al daño de las células renales que culmina con la necrosis celular (Bellomo 
y col., 2012).  
 La enfermedad renal crónica (ERC) consiste en un grupo heterogéneo de 
alteraciones que afectan tanto la estructura como la función renal, perpetuadas 
por un período igual o mayor a 3 meses. Para su diagnóstico se realizan 
mediciones de daño renal (albuminuria, presencia de sedimentos anormales en la 
orina, biopsia, etc.) y de función renal (reducción de la tasa de filtrado glomerular, 
aumento de las concentraciones plasmáticas de urea y creatinina, etc.) (Eckardt y 
col., 2013).  
Esta condición afecta a más de 497 millones de adultos (mayores de 20 
años) en todo el mundo y su prevalencia se ha incrementado en un 19,6% en la 
última década. El número de decesos ha aumentado en un 135% a nivel global 
desde 1990 al 2013. En América Latina se incrementaron en un 39% los casos de 
invalidez generada por esta condición (Sharma y Sarnak, 2017). En nuestro país 
existen solamente algunos datos regionales aislados sobre la prevalencia de la 
ERC. Un estudio realizado sobre la población adulta de la provincia de Salta indicó 
que casi el 13% de la población presentó proteinuria (Altobelli y col., 2005). Un 
segundo estudio realizado en Buenos Aires sobre muestras de orina de individuos 
que realizaron una consulta ambulatoria por cualquier causa médica mostró que 
el 8,3% de las orinas fueron positivas para proteinuria (Inserra y col., 2003). El 
número de pacientes en diálisis crónica en Argentina registrado por el Sistema 
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Nacional de Información de Procuración y Trasplante de la República Argentina 
(SINTRA) mostró un incremento entre los años 2004 y 2015, con una tasa de 
crecimiento promedio anual (en número de pacientes) de 2,83% (Registro 
Argentino de Diálisis Crónica 2014-2015-Informe 2016). 
 La ERC es un proceso asociado a un estado pro-oxidante y caracterizado 
por un estado inflamatorio crónico leve (Landray y col., 2004; Fortuño y col., 2005; 
de Vinuesa y col., 2006; Goicoechea y col., 2006; Ferretti y col., 2008). De hecho, 
la ERC coexiste con otras enfermedades, como la enfermedad cardiovascular 
(ECV), la diabetes mellitus, dislipidemias y la hipertensión, caracterizadas por 
modificaciones oxidativas, alteraciones en la biodisponibilidad de óxido nítrico 
(NO) y el desarrollo de procesos inflamatorios (Lahera y col., 1991; Nishikawa y 
col., 2000; Guzik y col., 2002; Iglarz y col., 2003; Tessari y col., 2010; Stienstra y 
col., 2011). La dieta es un factor importante ya que, dependiendo de sus 
características, puede asociarse a mayores o menores riesgos de enfermedades 
renales. 
 1.2. Dieta y salud 
 Varios estudios epidemiológicos indican una correlación positiva entre el 
consumo de alimentos con alto contenido de grasa y azúcares y la ERC, entre 
otras patologías (Kant, 2004; Zarraga y Schwarz, 2006; Heidemann y col., 2008). 
Por otro lado, una dieta rica en frutas y hortalizas y moderada en el consumo de 
grasas y carbohidratos se asocia con un menor riesgo de ECV y de alteraciones 
renales (Estruch y col., 2006; Jacobs y col., 2009; Huang y col., 2013). 
 En las últimas décadas del siglo XX, las modificaciones en el estilo de vida 
y el incremento en la longevidad llevaron a un aumento significativo en la aparición 
de enfermedades crónicas no transmisibles, como la ECV, la diabetes mellitus, la 
obesidad y ciertos tipos de cáncer. Estas patologías constituyen serios problemas 
de salud pública debido a su alta prevalencia. Además, un elevado porcentaje de 
pacientes no se encuentra diagnosticado o no está adecuadamente controlado.  
 Según datos del Observatorio Global de la Salud (Global Health 
Observatory) de la Organización Mundial de la Salud (World Health Organization), 
las enfermedades no transmisibles generaron el 70% de las muertes totales en el 
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año 2015. Más de tres cuartos de estas muertes ocurrieron en países 
subdesarrollados, y casi la mitad de ellas afectando a personas de menos de 70 
años. Las principales causas de muerte por enfermedades no transmisibles en 
2015 fueron lideradas por la ECV (45%), cáncer (22%), seguidas de 
enfermedades respiratorias y diabetes, ésta última causando 1,6 millones de 
muertes (Global Health Estimates Technical Paper WHO/HIS/IER/GHE/2016.3, 
2017). 
En la búsqueda de prevenir el inicio, atenuar la progresión y/o disminuir el 
riesgo de complicaciones asociadas a estas patologías se proponen cambios en 
el estilo de vida, entre los cuales tienen un papel relevante las modificaciones en 
la dieta. Los nutrientes esenciales para el ser humano han sido históricamente 
identificados por la asociación entre sus deficiencias y las enfermedades o 
condiciones no saludables generadas. Pero la dieta también provee otros 
componentes que, sin ser esenciales, son capaces de promover la salud e 
incrementar la calidad de vida (Jang y col., 1997; Arai y col., 2000; Birt y col., 2001; 
Hu, 2003). Se encuentran bajo investigación muchos de otros componentes de la 
dieta, más allá de los nutrientes esenciales, por sus posibles efectos beneficiosos 
sobre la salud. Uno de los objetivos de las investigaciones en progreso es 
establecer recomendaciones con rigurosa base científica para enriquecer la dieta 
en componentes específicos. Por lo tanto, resulta fundamental identificar los 
compuestos beneficiosos y conocer sus mecanismos de acción en los sistemas 
biológicos o en los seres humanos, con el objetivo de fomentar políticas 
destinadas a la población en general, a grupos de riesgo particulares, y en el 
futuro, poder realizar avances significativos en la nutrición y en la medicina 
personalizadas. 
 En este contexto, se están estudiando un grupo de compuestos presentes 
en alimentos de origen vegetal como responsables de los efectos beneficiosos 
sobre la salud humana. En la literatura, estos compuestos son llamados 
fitoquímicos, fitonutrientes o compuestos bioactivos, aun cuando estos términos 
no son equivalentes y ninguno define con precisión al grupo de compuestos en 
estudio. Fitoquímicos involucra a todas las sustancias producidas por las plantas, 
que pueden o no formar parte de la dieta y no ejercen necesariamente efectos 
beneficiosos sobre la salud. Fitonutrientes, en el sentido estricto, solo incluiría a 
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los nutrientes esenciales de origen vegetal. Los compuestos bioactivos incluyen 
compuestos no sólo de origen vegetal, sino también de origen animal. Por lo tanto, 
en esta tesis se usará la expresión compuestos bioactivos de origen vegetal para 
referirse a sustancias de origen vegetal que tienen potenciales efectos 
beneficiosos sobre la salud humana. 
1.3. Beneficios de una dieta rica en frutas y hortalizas 
 Numerosos estudios epidemiológicos indican que un mayor consumo de 
frutas y hortalizas se asocia con una diminución en la incidencia de la ECV, las 
enfermedades coronarias y los accidentes cerebrovasculares (Arai y col., 2000; 
Appel y col., 2003; Hu, 2003; Go y col., 2013). En el plan estratégico Definiendo y 
Estableciendo Objetivos Nacionales para la Promoción de la Salud Cardiovascular 
y la Reducción de la Enfermedad diseñado por la Asociación Americana del 
Corazón (American Heart Association) Para el Año 2020 se enfatiza la 
incorporación de frutas y hortalizas a la dieta como una estrategia nutricional clave 
para disminuir la incidencia de la ECV (Lloyd-Jones y col., 2010) (Tabla 1). Este 
efecto beneficioso de las frutas y hortalizas puede atribuirse a su alto contenido 
de compuestos bioactivos de origen vegetal (Keen y col., 2005).  
Tabla 1. Recomendaciones dietarias para la disminución del riesgo de la ECV 
según la Asociación Americana del Corazón (American Heart Association) 
Alimento Recomendación 
Frutas y hortalizas ≥ 4,5 porciones/día 
Pescado ≥ 2 porciones/semana 
Granos enteros ricos en fibras ≥ 1,1 g de fibras por cada 1 g de 
carbohidratos 
Sodio  ≤ 1500 mg/día 
Bebidas endulzadas con azúcar ≤ 450 kcal/semana 
Adaptado de Lloyd-Jones y col., 2010. 
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1.4. Compuestos bioactivos de origen vegetal 
 Dentro de los compuestos bioactivos de origen vegetal más intensamente 
estudiados se encuentran los compuestos fenólicos, los alcaloides, los 
compuestos organosulfurados, los fitoesteroles y los carotenoides (Liu, 2004). 
Entre ellos, los compuestos fenólicos constituyen uno de los grupos más 
relevantes en relación con la salud humana.  
1.4.1. Compuestos fenólicos de origen vegetal 
 Los compuestos fenólicos son sintetizados por las plantas como 
metabolitos secundarios, es decir, que no cumplen funciones esenciales sino que 
están implicados en procesos como crecimiento, lignificación, pigmentación, 
polinización, resistencia a patógenos y en la respuesta a condiciones ambientales 
adversas (Duthie y col., 2003). Químicamente, los compuestos fenólicos se 
caracterizan por poseer al menos un anillo aromático con uno o más grupos 
hidroxilos. Se han identificado más de 8000 compuestos fenólicos de origen 
vegetal presentes en la dieta humana, que comprenden desde moléculas simples 
de bajo peso molecular y con un sólo grupo fenólico, como el ácido p-cumárico, 
hasta moléculas más complejas, como los taninos de alto peso molecular y 
múltiples grupos fenólicos. Los compuestos fenólicos se pueden clasificar según 
el número y el arreglo de sus átomos de carbono y, usualmente, están conjugados 
con azúcares y ácidos orgánicos. Estos compuestos se pueden dividir en cuatro 
grupos: ácidos fenólicos, flavonoides, estilbenos y lignanos (Crozier y col., 2006). 
Debido a que el trabajo experimental de esta tesis se realizó con un compuesto 
del grupo de los flavonoides, la (‒)-epicatequina, se describirán exclusivamente 
las características de este grupo. 
1.4.2. Flavonoides 
 Los flavonoides poseen una estructura básica de quince átomos de 
carbono, organizados en dos anillos aromáticos de seis carbonos (anillos A y B) 
unidos por una cadena de tres carbonos, generalmente formando un heterociclo 
oxigenado (anillo C) (Harbone, 1980). Los flavonoides, a su vez, se clasifican en 
diferentes subgrupos según el grado de oxidación del heterociclo oxigenado (anillo 
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C). De esta forma, los flavonoides se clasifican en flavanoles, flavanonas, 
flavonas, flavanoles, isoflavonas y antocianidinas (Crozier y col., 2006) (Figura 2). 
 
Figura 2. Estructuras químicas básicas de los principales subgrupos de flavonoides. 
Adaptado de Fraga y Oteiza, 2011. 
1.4.3. Flavanoles 
 Los flavanoles representan uno de los subgrupos de flavonoides de alto 
consumo en la dieta occidental (Scalbert y Williamson, 2000). Los flavanoles son 
compuestos no planares debido a la presencia del carbono saturado C3 en el 
anillo C, y constituyen el subgrupo de flavonoides estructuralmente más complejo, 
que comprende desde simples monómeros como la catequina y la epicatequina, 
hasta estructuras complejas como proantocianidinas oligoméricas y poliméricas, 
conocidas también como taninos condensados. Los carbonos quirales C2 y C3 de 
los flavanoles definen cuatro isómeros para cada compuesto derivado. Dos de 
estos isómeros, la (+)-catequina y la (‒)-epicatequina (Figura 3) se encuentran 
frecuentemente en los productos de origen vegetal presentes en la dieta humana, 




 La estructura química de los taninos está definida no sólo por el tipo de 
monómero, sino también por el tipo de unión entre ellos. Existen varios patrones 
de oligomerización, y las diferentes plantas poseen formas de oligomerización 
características. Por ejemplo, las procianidinas en el cacao son en su mayoría 
dímeros de tipo B, donde las unidades monoméricas de (‒)-epicatequina se unen 
a través de uniones carbono-carbono 4 → 8, como la procianidina dímero B2 






















(  )-Epicatequina (+)-Catequina
 
Figura 3. Estructuras químicas de los flavanoles: monómeros (+)-catequina y (‒)-
epicatequina y procianidina dímero B2. Adaptado de Fraga, 2007.   
1.5. Especies activas del oxígeno y del nitrógeno en sistemas biológicos 
1.5.1. Definición de radical libre. Especies activas del oxígeno y del 
nitrógeno 
 Los radicales libres se definen como moléculas o fragmentos de moléculas 
que contienen uno o más electrones desapareados en los orbitales atómicos o 
moleculares. En muchos casos, los electrones desapareados otorgan un alto 
grado de reactividad a los radicales libres (Halliwell y Gutteridge, 1984).  
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 En los organismos aeróbicos el oxígeno molecular (O2) es reducido a agua 
(H2O). Los pasos intermedios (reducciones univalentes) en este proceso llevan a 
la formación del radical anión superóxido (O2•-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) 
y el radical hidroxilo (•OH), correspondientes a los pasos de reducción por uno, 
dos y tres electrones, respectivamente (Figura 4). A su vez, el oxígeno molecular 
puede ser excitado electrónicamente para formar oxígeno molecular singulete 
(1O2). El conjunto de estos compuestos, junto con otros radicales libres centrados 
en oxígeno que se verán más adelante, se conoce como especies activas del 
oxígeno (EAO) (Sies, 1997). 
Figura 4. Especies químicas producidas durante la reducción parcial del oxígeno 
molecular. O2, oxígeno molecular; H2O, agua; O2•-, anión superóxido; H2O2, peróxido de 
hidrógeno; •OH, radical hidroxilo; 1O2, oxígeno molecular singulete. 
 Las EAO cumplen un papel biológico muy importante promoviendo o 
modulando vías de transducción de señales que regulan procesos de relevancia 
fisiológica, la transcripción génica, la activación/inhibición de enzimas y las 
interacciones entre ligando y receptor. La regulación de estos procesos por EAO 
es fundamental para el correcto funcionamiento tisular; alteraciones en las 
concentraciones de estas especies tienen un gran impacto en el estado fisiológico 
de muchos sistemas biológicos (Cook-Mills, 2002; Sena y Chandel, 2012; Vara y 
Pula, 2014).  
 Las especies activas del nitrógeno (EAN) comprenden diversos 
compuestos que derivan del NO (Patel y col., 1999). Entre las EAN encontramos 
especies radicales libres centradas en nitrógeno, como el óxido nítrico (•NO), el 
dióxido de nitrógeno (•NO2) y especies no radicales como el peroxinitrito (ONOO
-
) (Beckman y Koppenol, 1996). Las EAN interactúan en forma reversible con tioles 
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o metales, regulando diferentes procesos como la neurotransmisión, la activación 
de fagocitos, el metabolismo de metales, la proliferación celular y la apoptosis 
(Bogdan y col., 2000; Stamler y col., 2001; Kim y Ponka, 2003; Nathan, 2003). Por 
otro lado, las EAN poseen un papel relevante en la respuesta inmunológica, ya 
que actúan como potentes agentes antimicrobianos y participan como moléculas 
de señalización regulando diversas vías fisiológicas en neutrófilos, macrófagos y 
linfocitos (Fialkow y col., 2007). 
1.5.2. Especies activas del oxígeno: fuentes celulares 
 En las células de mamíferos existen múltiples sitios de generación de EAO, 
que se describen a continuación: 
i) Cadena mitocondrial de transporte de electrones: en la respiración mitocondrial, 
las mitocondrias generan ATP a expensas de la reducción de oxígeno molecular 
a agua. Durante el flujo de electrones, a través de los diferentes complejos de la 
cadena respiratoria mitocondrial, se genera anión superóxido. En la mayoría de 
los tipos celulares, las mitocondrias constituyen la fuente más importante de EAO 
(Holmström y Finkel, 2014). 
ii) NADPH oxidasas (NOX): esta familia de enzimas es otra importante fuente 
celular de EAO, como anión superóxido y peróxido de hidrógeno. Las 
características y funciones de estas enzimas se discuten en la Sección 1.13.1.  
iii) Otras fuentes enzimáticas: existe un grupo de enzimas que producen EAO, 
como productos intermediarios o de reacciones secundarias; por ejemplo, la 
xantina oxidasa, que genera anión superóxido y peróxido de hidrógeno, y las 
enzimas lipooxigenasas y ciclooxigenasas, que generan radicales peroxilos como 
intermediarios en la producción de hidroperóxidos (Schneider y col., 2007). Un 
caso particular es la enzima óxido nítrico sintasa (NOS) que, bajo condiciones de 
bajos niveles de sustrato o ciertos cofactores, sufre un proceso llamado 
desacoplamiento y, en ese estado produce anión superóxido (Vásquez-Vivar y 
col., 1998).  
iv) La reacción entre el anión superóxido y el peróxido de hidrógeno genera radical 
hidroxilo a través de la reacción de Haber-Weiss (ecuación 1). Esta misma 
reacción puede ocurrir a través de dos pasos (ecuaciones 2 y 3) catalizados por 
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metales de transición con capacidad de oxidarse y reducirse a través de un sólo 
electrón, en lo que se conoce como reacción de Fenton. En sistemas biológicos, 
esta reacción puede ser esencialmente catalizada por Fe y Cu (Halliwell y 
Gutteridge, 1992). 
O2•- + H2O2 → O2 + HO• + HO-                                                                                                                 (1) 
Fe3+ + O2• → Fe2+ + O2                                                                                        (2) 
Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + HO• + HO-                                                                         (3) 
1.5.3. Especies activas del nitrógeno: fuentes celulares 
 En sistemas biológicos, el principal precursor de EAN es el NO. En sistemas 
animales, el NO es producido principalmente por la familia de las NOS (Moncada 
y col., 1991; Ignarro, 1996), cuyas características se describirán detalladamente 
en la Sección 1.14.2. El NO reacciona rápidamente con el anión superóxido, 
dando como producto anión peroxinitrito, un potente oxidante. Esta reacción 
posee especial relevancia y será descripta en detalle en la Sección 1.12. En los 
dominios lipofílicos de las membranas biológicas y de las lipoproteínas, el NO 
reacciona con el oxígeno, generando intermediarios como el trióxido de 
dinitrógeno (N2O3), el tetróxido de dinitrógeno (N2O4) y el radical libre dióxido de 
nitrógeno (•NO2) (Patel y col., 1999).   
1.6. Daño oxidativo a biomoléculas 
 Tanto las EAO como las EAN pueden generar la oxidación de moléculas 
biológicas como lípidos, proteínas, hidratos de carbono y ácidos nucleicos, 
induciendo alteraciones tanto estructurales como funcionales a nivel celular 
(Berlett y Stadtman, 1997; Cooke y col., 2003; Zhang y col., 2014). 
 Las membranas celulares son especialmente vulnerables a la oxidación, 
debido a su alta concentración de ácidos grasos insaturados. El daño a lípidos, 
denominado peroxidación lipídica, comprende 3 etapas secuenciales 
(ecuaciones 4-9). La etapa de iniciación involucra el ataque de la especie 
oxidante capaz de sustraer un átomo de hidrógeno de una molécula de lípido (RH), 
quedando éste como una especie radical (R•) (ecuación 4). Si la concentración 
de oxígeno es suficiente, el R• reacciona con el oxígeno para generar el radical 
 12 
 
libre peroxilo (ROO•) y estos radicales pueden, a su vez, oxidar otras RH 
(ecuaciones 5-6). Estas dos secuencias representan la etapa de propagación. La 
terminación de la reacción en cadena ocurre con la interacción entre dos especies 
radicales, dando como producto una especie no radical (ecuaciones 7-9). 
Iniciación 
RH  →  R•                                                    (4) 
Propagación 
R• + O2  →  ROO•                                                                                              (5) 
ROO• + RH  →  ROOH  +  R•                                                                     (6) 
Terminación 
R• + ROO• →  ROOR                                                                                   (7) 
R• + R• →  R-R                                                                                         (8)            
ROO• + ROO• → ROO-OOR                                                                              (9) 
 Entre los productos secundarios de la peroxidación lipídica se encuentra el 
malondialdehído (MDA) (Figura 5A). Una vez formado, el MDA puede ser 
metabolizado enzimáticamente o reaccionar con las proteínas y el ADN celular, 
formando aductos. La producción excesiva de MDA se asocia con diferentes 
patologías como diabetes, ECV, cáncer, Alzheimer y Parkinson (revisado en Ayala 
y col., 2014). Otro producto secundario de la peroxidación lipídica es el 4-hidroxi-
2-nonenal (4-HNE) (Figura 5B) (Benedetti y col., 1980), capaz de modular una 
gran variedad de vías de señalización mediante la formación de aductos 
covalentes con grupos funcionales nucleofílicos de las proteínas, ácidos nucleicos 
y membranas lipídicas (Guéraud y col., 2010; Shoeb y col., 2014; Barrera y col., 
2015). Tanto el MDA, como el 4-HNE, son utilizados como indicadores de 





Figura 5. Estructuras químicas de los productos secundarios de la peroxidación lipídica 
MDA (A) y 4-HNE (B) (tomado de Feng y col., 2006). 
 Las proteínas son susceptibles a múltiples modificaciones oxidativas, 
pudiendo ser oxidados la mayoría de los aminoácidos (Shacter, 2000). Los dos 
aminoácidos más susceptibles a ser modificados son la cisteína y la metionina, 
ambos conteniendo átomos de azufre fácilmente oxidables. La oxidación de 
cisteína conduce a la formación de puentes disulfuro, disulfuros mixtos y radicales 
tiilo (Hu, 1994; Kalyanaraman, 1995). En el caso de la oxidación de residuos 
metionina, el producto mayoritario en condiciones biológicas es el sulfóxido de 
metionina (Vogt, 1995). Debido al amplio espectro de funciones biológicas de las 
proteínas, la oxidación de las mismas conduce a una gran diversidad de 
consecuencias funcionales, como por ejemplo la inhibición de actividades 
enzimáticas (Stadtman, 1990). 
Las especies derivadas del NO (ONOO-, N2O3, N2O4, •NO2) participan en 
reacciones con moléculas de importancia biológica, esencialmente proteínas y 
lípidos, pudiendo afectar su funcionalidad (Hughes, 2008). En forma simplificada 
se pueden agrupar las reacciones en tres grupos (Heinrich y col., 2013): 
i) Nitrosación: la reacción del ion nitrosonio (NO+) con grupos nucleofílicos para 
generar compuestos de tipo R–NO.  
ii) Nitrosilación: la reacción de coordinación del NO con un metal. 
iii) Nitración: la reacción de formación de nitrocompuestos de tipo R-NO2. Esta 
reacción será analizada en detalle en la Sección 1.12. 
 Finalmente, entre los efectos observados de las EAO y las EAN sobre los 
ácidos nucleicos, encontramos los fenómenos de hidroxilación de bases 
nitrogenadas, escisión de hebras de ADN y formación de uniones cruzadas. Esto 
ocasiona alteraciones en la duplicación y transcripción genómica, que explican la 
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asociación de las EAO y las EAN con la carcinogénesis y el envejecimiento (Cooke 
y col., 2003). 
1.7. Antioxidantes 
 En 1989, Halliwell y Gutteridge definieron el término antioxidante como 
cualquier sustancia que, estando presente en concentraciones menores que el 
sustrato oxidable, retarda o inhibe la oxidación del mismo (Halliwell y Gutteridge, 
1989). Los sistemas biológicos disponen de sistemas antioxidantes enzimáticos 
(como las enzimas catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx) y superóxido 
dismutasa (SOD)), entre otros y no enzimáticos (como el glutatión, el ácido 
ascórbico y el α-tocoferol) para controlar las concentraciones de EAO y de EAN 
(Sies, 1997).  
1.8. Defensas antioxidantes 
1.8.1. Defensas antioxidantes enzimáticas 
 En todas las células eucariotas existen enzimas que selectivamente 
metabolizan algunas de las EAO, como la SOD, la CAT y la GPx (Michiels y col., 
1994). Además de éstas, existen otras enzimas que contribuyen a la detoxificación 
de compuestos, entre ellas la enzima glutatión reductasa (GR), capaz de 
regenerar el glutatión reducido (GSH) a partir de glutatión oxidado (GSSG) 
(Sheehan y col., 2001). 
 Las enzimas pertenecientes a la familia de las SODs son metaloenzimas 
que dismutan el anión superóxido a peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular. 
Presenta dos isoformas que difieren en el metal presente en su sitio activo: la SOD 
dependiente de cobre y zinc (Cu/Zn-SOD), de localización citosólica, nuclear y 
extracelular, y la SOD dependiente de manganeso (Mn-SOD), de localización 
mitocondrial (Fridovich, 1986; Ho y Crapo, 1988; Beyer y col., 1991). La CAT está 
localizada exclusivamente en peroxisomas de células de mamíferos y convierte 
peróxido de hidrógeno en oxígeno molecular y agua (Claiborne y Fridovich, 1979). 
La GPx, localizada esencialmente en mitocondrias y citoplasma, cataliza la 
reducción de peróxido de hidrógeno y peróxidos orgánicos, generando agua o el 
alcohol correspondiente al peróxido orgánico, según el sustrato utilizado (Mills, 
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1957). La GPx requiere GSH y nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) 
como cofactores para ejercer su actividad enzimática. Las enzimas GR y glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) no actúan directamente sobre las EAO, pero 
son necesarias para el funcionamiento de la GPx (Dickinson y Forman, 2002). La 
Figura 6 muestra un esquema de las reacciones mediadas por estas enzimas. 
 
Figura 6. Esquema de las reacciones mediadas por las enzimas antioxidantes SOD, CAT 
y GPx. Modificado de Proctor y Reynolds, 1984. 
1.8.2. Defensas antioxidantes no enzimáticas 
 Las defensas antioxidantes no enzimáticas presentan dos tipos de 
acciones: i) secuestrar metales de transición con actividad de óxido-reducción, 
con lo cual se disminuye la producción de radical hidroxilo mediada por la reacción 
de Fenton y ii) atrapar radicales libres a través de la reacción descripta por la 
ecuación 10 (Guo y col., 1996).  
R• + AH → RH + A•                                                                                            (10) 
 R• representa un radical libre de alta reactividad que reacciona con el 
antioxidante (AH) y es reducido por la obtención de un electrón (y un protón), 
perdiendo el carácter radical. Durante este proceso se genera A•, el radical libre 
del AH, más estable que el radical original, R•. Esta mayor estabilidad se logra 
cuando la estructura química de A• permite la estabilización del electrón 
desapareado, esencialmente por resonancia del electrón en una estructura 
aromática (Machlin y Bendich, 1987). 
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 En presencia del antioxidante que actúa por este mecanismo y frente a un 
proceso de peroxidación de lípidos, se establecen reacciones de competencia en 
varias etapas en donde intervienen el antioxidante y el radical derivado del 
antioxidante (ecuaciones 11-14). El fundamento de la acción antioxidante por 
atrapamiento de radicales libres está dado por las reacciones descriptas en las 
ecuaciones 12 y 14 en la etapa de propagación, ya que al ser los radicales 
derivados del antioxidante de muy baja reactividad, disminuyen la velocidad de la 
propagación de la reacción en cadena, dando lugar a las reacciones de 
terminación (ecuaciones 15-21). 
Iniciación 
RH  →  R• 
Propagación 
  + O2  →  ROO•                                                                                      (11) 
  + AH →  RH  +  A•                                                                                 (12)          
 
+ RH  →  ROOH + R•                                                                     (13) 
+ AH  →  ROOH + A•                                                                     (14) 
Terminación 
   + ROO•  → ROOR 
   + A•  → RA 
 
  + R•  →  RR 







     (15) 
     (16) 
 
     (17)           
     (18) 
+ ROO•  →  ROOOOR 
+ A•  →  ROOA 
      (19) 






















A• + A•  →   AA             (21) 
                                                                                  
El α-tocoferol (α-TF) es probablemente el compuesto antioxidante 
liposoluble con mayor relevancia en la defensa antioxidante de membranas 
biológicas (Sies, 1997). Este compuesto es incorporado a las membranas 
celulares, en donde reacciona inhibiendo la peroxidación de lípidos. El radical α-
tocoferoxilo (α-TF•), generado por la cesión de un electrón del α-TF a un radical 
libre más estable que el radical libre original, puede volver a convertirse en α-TF 
por reacción con otros antioxidantes no enzimáticos (Packer y col., 2001). 
 El ácido ascórbico (AscH) es una cetolactona soluble en agua con dos 
grupos hidroxilos ionizables. A pH fisiológico está presente en forma predominante 
como monoanión ascorbato (Asc-). Este actúa como un eficiente agente reductor, 
al experimentar dos oxidaciones consecutivas de un electrón, formando el radical 
ascorbato (Asc•-) y el ácido dehidroascórbico, respectivamente (Buettner, 1993). 
 Otro antioxidante no enzimático de gran relevancia biológica es el glutatión, 
un compuesto hidrosoluble de síntesis endógena, presente en su forma reducida, 
GSH y en su forma oxidada, GSSG. El GSH es un tripéptido constituido por ácido 
glutámico, cisteína y glicina. La reactividad química de sus grupos tioles le permite 
oxidarse y regenerarse rápidamente (Dickinson y Forman, 2002), siendo el 
principal antioxidante hidrosoluble en citosol y mitocondrias (Valko y col., 2007). 
El GSH, además de actuar atrapando radicales libres, tiene otras funciones, entre 
las cuales es especialmente importante su acción como cofactor de las enzimas 
GPx y glutatión S-transferasa (Masella y col., 2005). 
1.9. Estrés oxidativo 
 En 1985 Helmut Sies definió al estrés oxidativo como un desbalance entre 
oxidantes y antioxidantes, a favor de los oxidantes, llevando potencialmente a un 
daño biológico (Sies, 1985). Posteriormente se demostró que los efectos de las 
EAO dependen de la concentración alcanzada de las mismas y/o del tiempo de 
exposición del sistema biológico a las mismas. Mientras que el incremento de la 
concentración de oxidantes a niveles moderados y/o en forma temporal contribuye 
en procesos fisiológicos, como la regulación de vías de señalización, el aumento 
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de EAO a niveles elevados y en forma persistente formaría parte de procesos 
patológicos (Dröge, 2002). 
 En 2007 se modificó la definición de estrés oxidativo para incluir la 
evidencia experimental recogida durante dos décadas, y este concepto se 
redefinió como un desbalance entre oxidantes y antioxidantes, a favor de los 
oxidantes, que lleva a la alteración de los mecanismos de control y señalización 
dependientes del estado de óxido-reducción y/o al daño de componentes 
(moléculas) celulares (Sies y Jones, 2007). 
1.10. Mecanismos antioxidantes: acciones directas e indirectas 
Después de varias décadas de investigación en el campo del estrés 
oxidativo y de los antioxidantes se puso en evidencia que el concepto antioxidante 
es más complejo de lo que indica su definición y racionalización original. Se han 
postulado múltiples mecanismos a través de los cuales se puede obtener un efecto 
antioxidante en los sistemas biológicos (Halliwell y col., 2005; Fraga, 2007; Fraga 
y col., 2010; Galleano y col., 2010; Mladenka y col., 2010), los cuales pueden ser 
organizados en dos grupos: 
i) Acciones antioxidantes directas: incluyen las acciones descriptas en la Sección 
1.8.2, es decir, la reacción directa con EAO/EAN y el secuestro de metales con 
actividad de óxido-reducción. Son reacciones químicas estequiométricas, en las 
cuales cada molécula de antioxidante reacciona con un radical libre o con un metal 
(Galleano y col., 2010). 
ii) Acciones antioxidantes indirectas: abarcan interacciones con distintas 
estructuras celulares y/o moléculas biológicas específicas que, a través de uno o 
varios pasos, resultan en una disminución en la concentración de EAO/EAN en el 
sistema; por ejemplo, inhibición de la enzima NOX, productora de anión 
superóxido, o activación de factores de transcripción con funciones en la 
protección celular contra oxidantes (Fraga y col., 2010; Fraga y Oteiza, 2011). Se 
consideran indirectos porque no requieren que el antioxidante interaccione 
directamente con radicales libres o metales con actividad de óxido-reducción. No 
constituyen reacciones estequiométricas. 
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1.11. Compuestos fenólicos como antioxidantes 
 Los efectos beneficiosos de las frutas y hortalizas sobre la salud humana 
podrían atribuirse en parte a su contenido de compuestos fenólicos. Esta hipótesis 
es avalada por numerosos trabajos realizados en humanos y en animales de 
experimentación que demuestran una asociación entre la ingesta de alimentos 
ricos en estos compuestos  y disminuciones en: i) dislipidemia y aterosclerosis, ii) 
disfunción endotelial e hipertensión, iii) activación plaquetaria y trombosis y iv) 
procesos inflamatorios asociados con el inicio y progresión de la ECV y de la 
nefropatía diabética (Kim y col., 2011; Galleano y col., 2013; Mahoney y Loprinzi, 
2014; Draijer y col., 2015; Yin y col., 2015; Park y col., 2016; Suzuki-Sugihara y 
col., 2016). 
   
 
Figura 7. Características estructurales que definen las acciones antioxidantes de los 
flavonoles como ejemplo de compuestos fenólicos: requisitos estructurales asociados a 
la capacidad de los flavonoles de inhibir la cadena de oxidación de lípidos (A) y de 
secuestrar metales como Fe y Cu, que catalizan las reacciones de formación de radicales 
libres (B). En A se resaltan: i) los grupos catecol (grupos hidroxilos 3’ y 4’ en el anillo B), 
ii) el doble enlace conjugado con un grupo cetona en el anillo C y iii) la presencia de 
grupos 3- y 5-hidroxilo en los anillos A y C. En B se resaltan las áreas que definen los 
centros de interacción con metales. Adaptado de Fraga y col., 2010. 
La mayoría de los compuestos fenólicos poseen las características 
químicas necesarias para actuar a través de los mecanismos antioxidantes 
directos descriptos en la Sección 1.8.2., que les confieren una gran eficiencia 





















i) los grupos hidroxilos que reducen a los radicales libres, donando un protón y ii) 
las estructuras aromáticas que permiten la estabilización por resonancia del 
radical libre derivado del compuesto fenólico (Bors y col., 1990). Por otro lado, los 
restos catecol y la combinación de grupos hidroxilos y carbonilos presentes en 
muchos de estos compuestos son centros de alta afinidad para los metales. Esto 
les permite secuestrar metales de transición como Fe y Cu que catalizan las 
reacciones de formación de radicales libres (Thompson y col., 1976; Perron y 
Brumaghim, 2009) (Figura 7).  
A continuación, se planteará un análisis termodinámico y cinético para 
evaluar las posibilidades de la (‒)-epicatequina de actuar como antioxidante 
directo mediante el atrapamiento de radicales libres.  
La Tabla 2 muestra los potenciales de reducción en condiciones biológicas 
estándar (E°’), las variaciones en la energía libre de Gibbs en condiciones 
biológicas estándar (ΔGºʼ), las concentraciones plasmáticas y las velocidades de 
reacción relativas del radical peroxilo (ROO•) con los antioxidantes α-TF, AscH y 
el flavanol (‒)-epicatequina (Michelet y col., 1995; Fraga y col., 2010; Galleano y 
col., 2010).  
Desde el punto de vista termodinámico, considerando los E°’, la (‒)-
epicatequina presenta un valor de E°’ similar a los compuestos antioxidantes α-
TF y AscH (Tabla 2), indicando su alta capacidad para reducir radicales libres. Sin 
embargo, los compuestos anteriormente nombrados pueden alcanzar 
concentraciones mucho mayores a los compuestos fenólicos presentes en plasma 
y en tejidos (concentraciones en el orden micromolar e incluso milimolar vs. 
concentraciones en el orden nanomolar). Esto coloca a los compuestos fenólicos 
en una situación cinéticamente desfavorable, en la cual una acción antioxidante 
de los mismos como atrapadores de radicales libres presenta poca relevancia 
fisiológica en la mayoría de los órganos, con excepción de los que están 






Tabla 2. Potenciales de reducción estándar y variaciones en la energía libre de 
Gibbs en condiciones biológicas estándar, concentraciones plasmáticas y 
velocidades de reacción relativas del radical peroxilo (ROO•) con α-tocoferol, 
ascorbato y (‒)-epicatequina 
Compuesto                                                    Eº’ a       ΔGºʼ b   Concentración      v/[ROO•]f 
                                                                                                   plasmática 
                          (mV)   (KJ)               (M)                   (s-1) 
Hidroperóxido de lípido (ROO•/ROOH)       1000        
α-Tocoferol (α-TF•/α-TFH)                        500       -48            28 x 10-6c                50 
Ascorbato (Asc•/AscH-)             282        -69            50 x 10-6d               28 
(‒)-Epicatequina (EC•/EC)                           570        -41           0,3 x 10-6e                    2 
Eº’, potencial de reducción en condiciones biológicas estándar; ΔGºʼ, variación en la 
energía libre de Gibbs en condiciones biológicas estándar; v/[HO•], velocidad de reacción 
con el radical hidroxilo; v/[ROO•], velocidad de reacción con el radical peroxilo.  
a condiciones biológicas estándar: 1M de la especie química, pH: 7,0. 
b condiciones biológicas estándar: 1M de la especie química, presión: 1 atm. 
c (Fraga y col., 2005) 
d (Frei y Higdon, 2003) 
e (Rein y col., 2000) 
f Velocidades de reacción relativas entre: el ROO• y el ascorbato asumiendo una k = 1 x 
106 M-1s-1 (Buettner y Jurkiewicz, 1996), entre el ROO• y el α-tocoferol asumiendo una k 
= 1 x 106 M-1s-1 (Niki, 1996) y entre el ROO• y la (‒)-epicatequina asumiendo una k = 7,3 
x 106M-1s-1(Scott y col., 1993). 
 
Estas limitaciones cinéticas también pueden aplicarse a la acción 
atrapadora de metales (Galleano y col., 2010).  
Del análisis previamente desarrollado se desprende que los efectos 
beneficiosos que los compuestos fenólicos consumidos en la dieta ejercen sobre 
la salud humana no podrían ser explicados mediante estos mecanismos 
antioxidantes directos, debido a la baja biodisponibilidad de estos compuestos, 
aún luego de una ingesta alta por parte de humanos o animales. Aún asumiendo 
la concentración plasmática más alta reportada (8,9 μM) (Hollands y col., 2013), 
las velocidades de reacción relativas con las EAO más comunes no son 
suficientes para explicar la acción antioxidante in vivo observada en plasma y en 
la vasculatura (Fraga, 2007; Galleano y col., 2010). Estudios realizados en las 
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últimas dos décadas demostraron que los compuestos fenólicos y sus metabolitos, 
aun a concentraciones muy bajas, pueden interaccionar con lípidos y proteínas 
con alta especificidad teniendo efectos de gran relevancia fisiológica (Rahman y 
col., 2006). Esta evidencia apoya la hipótesis de que los compuestos fenólicos 
ejercerían su acción antioxidante mediante mecanismos indirectos. 
1.12. Reacción entre el anión superóxido y el óxido nítrico 
 El anión superóxido y el NO son radicales libres que comparten la 
característica de presentar una reactividad baja en comparación con otros 
radicales libres. Ambas especies participan en una reacción de segundo orden, 
con una constante de velocidad cercana al límite de difusión, determinada en 6,7 
x 109 M-1 s-1, generando como producto anión peroxinitrito (ecuación 22) (Radi, 
2013).  
O2•-  + NO  →  ONOO-                 (22) 
 Esta reacción entre anión superóxido y NO merece especial atención en el 
contexto de esta tesis debido a que, durante la misma: i) se consumen ambas 
especies, que tienen importantes funciones biológicas y ii) se produce el anión 
peroxinitrito, que es un oxidante muy potente. El peroxinitrito es responsable de la 
oxidación de grupos tioles tanto libres como unidos a proteínas. Dentro de estas 
reacciones se destaca la formación de nitrotirosinas, que es considerada un 
indicador de la producción de peroxinitrito (Figura 8) (Radi y col., 1991). 
 




1.13. Química y bioquímica del anión superóxido 
 El anión superóxido es un radical libre por tener un electrón desapareado. 
Debido a que es una molécula cargada, no puede atravesar membranas 
biológicas por difusión, siendo posible su transporte a través de canales aniónicos 
dependientes de voltaje (Han y col., 2003; Mumbengegwi y col., 2008). En 
sistemas biológicos, una vez formado dismuta a peróxido de hidrógeno y oxígeno 
por una reacción espontánea (con una constante de velocidad de segundo orden 
de aproximadamente 1 x 105 M-1s-1 a pH: 7,0) (Bielski y col., 1985) o catalizada 
por la SOD (Figura 6) (con una constante de velocidad de 2,3 x 109 M-1 s-1) (Klug 
y col., 1972). 
El anión superóxido presenta gran importancia fisiológica como molécula 
señalizadora. Por ejemplo, en células o tejidos en crecimiento, el anión superóxido 
contribuye a aumentar la sensibilidad de células y tejidos a los factores de 
transcripción y diferenciación. Por otro lado, concentraciones elevadas de anión 
superóxido son requeridas para inducir la apoptosis celular (Buetler y col., 2004). 
Dentro de las fuentes celulares de producción de anión superóxido, esta tesis se 
enfoca en la familia de las NOXs. 
1.13.1. NADPH oxidasas: función, isoformas y distribución 
 Las NOXs constituyen una familia de enzimas que utilizan como sustrato 
NADPH, generando como producto primario anión superóxido (Rossi y Zatti, 1964; 
Babior y col., 1973), con excepción de la NOX4, cuyo producto primario se postula 
que es peróxido de hidrógeno (Takac y col., 2011). El complejo formado por las 
subunidades gp91phox y p22phox de estas enzimas, denominado complejo cyt b558, 
es el responsable de la producción de EAO (Segal y Jones, 1978). Las isoformas 
NOX1 y NOX2 poseen subunidades citosólicas, cuya unión a las subunidades de 
membrana es necesaria para la activación de estas enzimas (Dinauer y col., 1987; 
Nunoi y col., 1988; Volpp y col., 1988). 
 La primera isoforma clonada y caracterizada fue la NOX2, cuya expresión 
fue inicialmente reportada en neutrófilos (Baehner y col., 1970). Esta isoforma 
comprende un complejo enzimático formado por dos subunidades 
transmembrana, gp91phox y p22phox. La subunidad gp91phox constituye la subunidad 
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catalítica de la enzima, mientras que su asociación constitutiva con la subunidad 
p22phox estabiliza el complejo enzimático (Yu y col., 1997). Ante un estímulo, se 
genera la fosforilación de la subunidad citosólica p47phox, que forma parte de un 
complejo multimérico citoplasmático junto con las subunidades p40phox y p67phox. 
Ante la fosforilación de p47phox, el complejo multimérico transloca a la membrana 
y se asocia al complejo cyt b558, permitiendo de esta forma la activación de la 
enzima (Ago y col., 1999). Una vez activo, el complejo transfiere electrones desde 
el NADPH hacia el O2 a través del grupo prostético flavina, y del o los grupos 
hemo, para generar anión superóxido, según la ecuación 23 (Diebold y Bokoch, 
2001). 
 
                              (23) 
 Las demás isoformas de esta familia de enzimas están constituidas por 
diversos homólogos de la subunidad gp91phox (isoformas NOX1, NOX3, NOX4, 
NOX5, Duox1 y Duox2), siendo su distribución en los tejidos y localización 
subcelular son marcadamente diferentes (Al Ghouleh y col., 2011). Asimismo, 
cada miembro de esta familia de enzimas posee características adicionales. Para 
su activación, NOX1 requiere del ensamblaje a las subunidades de membrana de 
subunidades activadoras citosólicas: NOXO1, subunidad homóloga a p47phox, y 
NOXA1, subunidad homóloga a p67phox (Bánfi y col., 2003; Geiszt y col., 2003; 
Cheng y Lambeth, 2004). Por otro lado, si bien NOX4 comparte aproximadamente 
un 39% de homología de secuencia con NOX2, la actividad de NOX4 es 
constitutiva y no depende del acoplamiento de subunidades citoplasmáticas 
(Martyn y col., 2006). La Figura 9 indica la composición de las subunidades 
necesarias para la activación de cada isoforma de las NOXs, así como los 
productos primarios generados a partir de su actividad enzimática. 
 Si bien la actividad de las NOXs constituye una fuente endógena de EAO 
que podrían generar daño oxidativo a biomoléculas, estas especies actúan 
además como moléculas señalizadoras involucradas en la modulación de diversas 




Figura 9. Representación esquemática de las diferentes isoformas de NOX y productos 
propuestos de su actividad enzimática. Modificado de Al Ghouleh y col., 2011 y de 
Brandes y col., 2014. 
1.13.2. NADPH oxidasas en riñón: distribución y funciones fisiológicas 
 De todos los sistemas enzimáticos implicados en la generación de EAO en 
el riñón, la familia de las NOXs posee especial importancia, ya que cumple un 
papel fundamental en varios procesos fisiológicos renales y muchos mecanismos 
fisiopatológicos están mediados por las EAO derivadas de su actividad (Gill y 
Wilcox, 2006; Orient y col., 2007; Sedeek y col., 2013). 
 En riñón se expresan todas las isoformas de la NOX, siendo muy amplia su 
distribución. En corteza renal se hallaron expresadas las subunidades catalíticas 
NOX1, NOX2 y NOX4 (Chabrashvili y col., 2003; Kitiyakara y col., 2003) y p22phox, 
p47phox y p67phox (Chabrashvili y col., 2002 y 2003). La distribución de las 
diferentes subunidades de la NOX se evidenció en estudios inmunohistoquímicos 
y de hibridación in situ en la rama ascendente del asa de Henle, en mácula densa, 
el túbulo distal, los glomérulos, podocitos, células mesangiales y en la vasculatura 
renal (Shiose y col., 2001; Chabrashvili y col., 2002 y 2003; Etoh y col., 2003; 



































 La NOX4 es la isoforma más abundantemente expresada en el riñón, 
siendo una importante fuente de EAO en este órgano. La actividad de esta 
isoforma estaría involucrada en la secreción de eritropoyetina (Geiszt y col., 2000) 
y en la activación de la proteína quinasa B (Akt) inducida por angiotensina II (Gorin 
y col., 2003). La NOX2 posee un papel fisiológico de gran relevancia a nivel renal, 
mediante el control del tono de la arteriola aferente y de la filtración glomerular 
(Haque y Majid, 2004). La significancia funcional de la actividad de la NOX1 en 
riñón aún permanece poco clara (Sedeek y col., 2013).  
 Las isoformas de la NOX con más relevancia en la fisiopatología renal son 
la NOX2 y la NOX4, las cuales están implicadas la nefropatía diabética: La mayor 
expresión y/o actividad de estas enzimas en riñón han demostrado provocar daño 
oxidativo a nivel tisular e inducir vías de señalización proinflamatorias y 
profibróticas dependientes del balance oxidantes/antioxidantes en modelos 
animales de diabetes (Etoh y col., 2003; Gorin y col., 2005; Ohshiro y col., 2006; 
Ding y col., 2007; Chew y col., 2010; Fukuda y col., 2010; Sedeek y col., 2010). 
1.14. Química y bioquímica del óxido nítrico 
 El NO es una molécula inorgánica gaseosa que posee un electrón 
desapareado, por tanto es un radical libre, a pesar de ser relativamente estable 
(Beckman y Koppenol, 1996; Valko y col., 2007). Su tiempo de vida media es 
menor a 5 s en sistemas biológicos (Ignarro, 1990) y entre 0,05 y 1 s en sangre 
(Kelm, 1999). Al ser soluble tanto en medios acuosos como lipídicos, el NO es 
capaz de difundir rápidamente a través del citoplasma y de membranas biológicas 
desde su sitio de síntesis hasta células distantes (Kelm, 1999; Dudzinski y col., 
2006).  
1.14.1. Biodisponibilidad de óxido nítrico y su correlato químico: la 
concentración en estado estacionario del óxido nítrico 
 Desde el punto de vista químico, la biodisponibilidad de NO corresponde a 
su concentración en estado estacionario ([NO]EE). La suposición del estado 
estacionario asume que en un momento puntual la velocidad de producción de 
una especie química es igual a su velocidad de degradación y que la 
concentración resultante (la concentración en estado estacionario) representa su 
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biodisponibilidad. Es posible aplicar la suposición del estado estacionario para el 
NO en las células, como se indica a continuación. 
 El término d[NO]/dt corresponde a la velocidad de producción de NO 
catalizada por la NOS (ecuación 24).  
Vproducción NO = d[NO]                                                                                 (24)
                dt 
 La velocidad de desaparición del NO depende de un conjunto de 
reacciones, entre las cuales la reacción de segundo orden con el anión superóxido 
(ecuación 22) adquiere relevancia por su elevada constante de velocidad, 
cercana al límite de difusión, como se indicó en la Sección 1.12. El resto de las 
reacciones se resumen en la ecuación 25, en donde BB representa el conjunto 
de blancos biológicos del NO diferentes del anión superóxido, que también fue 
asumida como una reacción de segundo orden. 
O2•- + NO → ONOO-              V = kO2•- [O2•-][NO]                             (22) 
NO + BB → Productos           V = kBB [NO][BB]                                        (25) 
 Por lo tanto, la velocidad de desaparición de NO se puede plantear como 
lo describe la expresión 26: 
Vdesaparición NO = - d[NO] = kO2•- [NO][O2•-] + kBB [NO][BB]                                     (26) 
                              dt 
 En la suposición del estado estacionario, las velocidades de aparición y 
desaparición se igualan, por lo tanto, es posible calcular [NO]EE (ecuaciones 27-
30). 
Vproducción NO = Vdesaparición NO                                                                                                                        (27) 
d[NO] = - d[NO]                                                                                                  (28) 
   dt             dt 
 
Vproducción NO = kO2•-[NO]EE[O2•-]EE + KBB [NO]EE[BB]EE                                                                (29) 
[NO]EE =            V producción NO                                                                                                                      (30) 
              kO2•- [O2•-]EE + kBB [BB]EE 
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1.14.2. Óxido nítrico sintasas: función, isoformas y distribución 
 Las enzimas responsables de la síntesis de NO en tejidos de mamíferos 
constituyen la familia de las NOS. Estas enzimas utilizan L-arginina, oxígeno 
molecular y NADPH como sustratos, generando el intermediario N-hidroxi-L-
arginina para obtener como producto final L-citrulina y NO (Figura 10). Como 
cofactores se requieren tetrahidrobiopterina (BH4), flavín mononucleótido (FMN) y 
flavín adenín dinucleótido (FAD). Estas enzimas tienen además sitios de unión 
para hierro-protoporfirina IX (hemo) y para calmodulina (Govers y Rabelink, 2001).  
 
Figura 10. Biosíntesis de NO a partir de L-arginina. Modificado de Andrew y Mayer, 1999. 
 
 En mamíferos se han descripto tres isoformas de la NOS: NOS endotelial 
(eNOS), NOS neuronal (nNOS) y NOS inducible (iNOS), codificadas en 
cromosomas distintos y por genes separados (Alderton y col., 2001). Las NOS 
exhiben una estructura con dos dominios, un dominio oxigenasa N-terminal con 
sitios de unión para el grupo hemo, BH4 y L-arginina, que se une mediante un sitio 
de reconocimiento a calmodulina al dominio reductasa C-terminal que contiene 
sitios de unión para FAD, FMN y NADPH (Ghosh y Stuehr, 1995; McMillan y 






































Figura 11. Estructura de los dominios de las diferentes isoformas de NOS de origen 
humano. Modificado de Alderton y col., 2001. 
 
 La eNOS se expresa abundantemente en el endotelio vascular, aunque 
también se halla presente en neuronas, células epiteliales, cardiomiocitos, 
adipocitos y hepatocitos (Sansbury y Hill, 2014). Su actividad está controlada por 
Ca2+ y calmodulina, por modificaciones posttraduccionales (Sessa, 2004; Oess y 
col., 2006) y por fuerzas físicas como el shear stress (Sessa, 2004; Balligand y 
col., 2009). La nNOS se expresa mayormente en neuronas, músculo esquelético 
y células endoteliales, y es también dependiente de Ca2+ y calmodulina (Oess y 
col., 2006; Sessa, 2004). Las isoformas eNOS y nNOS dependen estrictamente 
de la unión a Ca2+/calmodulina para su activación y poseen una expresión 
mayormente constitutiva. La isoforma iNOS, en cambio, puede acomplejarse con 
calmodulina aún con niveles intracelulares bajos de Ca2+ (Alderton y col., 2001; 
Liu y Huang, 2008), y su expresión se induce en múltiples tipos celulares por 
diferentes estímulos proinflamatorios como lipopolisacárido bacteriano (LPS) y 
citoquinas proinflamatorias como interferón ɣ (IFNɣ), interleuquina 1β (IL-1β) y 
factor de necrosis tumoral α (TNFα) (Kleinert y col., 2003). En riñón se hallan 
expresadas las tres isoformas de esta enzima tanto en corteza como en médula 
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1.14.3. Óxido nítrico sintasas en riñón: distribución y funciones fisiológicas 
 En el riñón, el NO posee funciones fisiológicas de gran relevancia: regula 
la hemodinamia renal y glomerular (Majid y Navar, 2001), induce la excreción renal 
de sodio (natriuresis) ante un aumento en la presión arterial (Majid y col., 1993), 
contribuye en el mantenimiento de la perfusión medular (Mattson y col., 1992), 
regula la retroalimentación tubuloglomerular  (Welch y Wilcox, 1997), inhibe la 
reabsorción tubular de sodio (Ortiz y Garvin, 2002) y participa en la modulación 
de la actividad nerviosa simpática (Eppel y col., 2003). 
 La isoforma eNOS se encuentra abundantemente expresada en el 
endotelio vascular renal (Bachmann y col., 1995) y a nivel tubular, cumpliendo un 
papel muy importante en la regulación del tono vascular (Toda y Okamura, 2011). 
La nNOS posee especial relevancia en la modulación de la retroalimentación 
tubuloglomerular en la mácula densa (Wilcox y Welch, 1998), y en el transporte 
de sodio, potasio y agua en el túbulo colector (Stoos y col., 1995; Wang y col., 
1998). Existe evidencia de la expresión constitutiva de iNOS en el riñón de ratas 
normales (Ahn y col., 1994; Morrissey y col., 1994; Ni y Vaziri, 2001). La presencia 
de la iNOS en condiciones basales sería importante en la regulación del flujo 
sanguíneo y de la excreción de agua y sales (Mattson y Higgins, 1996; Kone y 
Baylis, 1997). Ante un estímulo proinflamatorio, se induce un importante aumento 
en su expresión a nivel renal (Chou y col., 2002; Zhang y col., 2004). 
1.14.4. Alteraciones en la biodisponibilidad de NO en riñón 
 Múltiples estudios demostraron que un desbalance en las concentraciones 
de anión superóxido y de NO resulta en efectos deletéreos que conducen al daño 
renal. Un aumento en la producción de anión superóxido y/o una disminución en 
la producción de NO en el riñón se asocia con un desbalance oxidativo que altera 
las funciones hemodinámicas y excretoras del riñón, conduciendo a la retención 
de sodio y contribuyendo al desarrollo de hipertensión (Modlinger y col., 2004; 
Majid y Kopkan, 2007; Kopkan y Cervenka, 2009). 
 Uno de los pasos más relevantes en la reabsorción tubular de sodio está 
dado por la actividad de la bomba de sodio, potasio (Na,K-ATPasa), ubicada en 
la membrana basolateral de las células tubulares (Besarab y col., 1976; Katz y 
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col., 1979). Un aumento en la actividad de esta enzima resulta en un incremento 
en el transporte tubular y retención de sodio. Numerosos estudios demostraron 
que niveles endógenos de NO mantienen a la Na,K-ATPasa inhibida, y una 
disminución en la producción enzimática de NO resulta en un aumento en la 
actividad de esta enzima, acompañado por un aumento en la presión arterial 
sistólica (PAS) (Kang y col., 2000; Vrbjar y col., 2002) y disminución en la diuresis 
y en la excreción renal de sodio (Lahera y col., 1991; Graebe y col., 2004).  
1.15. Inflamación 
La inflamación es una respuesta de defensa del organismo ante la invasión 
de agentes infecciosos (inflamación séptica) o frente al daño tisular bajo 
condiciones asépticas (inflamación aséptica o estéril). Los agentes infecciosos, 
como virus y bacterias, liberan las llamadas moléculas asociadas a patógenos que 
presentan patrones moleculares conservados (pathogen associated molecular 
patterns, PAMPs) (Mogensen, 2009). En cambio, la inflamación aséptica o estéril, 
componente importante del infarto de miocardio, la aterosclerosis, varias 
enfermedades autoinmunes y el cáncer, entre otras patologías, es inducida por 
moléculas endógenas asociadas al daño que presentan patrones moleculares 
conservados (damage-associated molecular patterns, DAMPs) (Piccinini y 
Midwood, 2010; Rosin y Okusa, 2011; Moreth y col., 2012; Broggi y Granucci, 
2015). Existen receptores específicos que reconocen los motivos conservados de 
las PAMPs, de las DAMPs, o de ambas, y estas uniones ligando-repeptor 
promueven el inicio de la respuesta inflamatoria (Chen y Nuñez, 2010).  Esta 
respuesta comprende procesos fisiológicos y fisiopatológicos complejos, que 
tienen como objetivo volver al estado de homeostasis (Medzhitov, 2008). 
La respuesta inflamatoria es iniciada por la unión de PAMPs o DAMPs a 
receptores específicos. Este reconocimiento inicial está mediado por macrófagos 
y mastocitos locales que generan mediadores inflamatorios comenzando la 
respuesta inflamatoria a nivel local y reclutando proteínas y leucocitos plasmáticos 
en el sitio de infección. Por otro lado, la activación del endotelio de los vasos 
sanguíneos permite la extravasación de neutrófilos que, una vez activados, 
combaten la infección mediante la liberación de gránulos con sustancias tóxicas 
para el patógeno como EAO, EAN, proteinasa 3, catepsina G y elastasa. Una 
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respuesta inflamatoria exitosa resulta en la eliminación del agente infeccioso, 
seguida de una fase de resolución y reparación (revisado en Medzhitov, 2008 y 
en Chen y Nuñez, 2010). 
1.15.1. Factor nuclear de transcripción NFκB 
 El factor nuclear de transcripción κB (NFκB) regula la expresión de una gran 
variedad de genes involucrados en la respuesta inmunológica, en la 
embriogénesis y en el desarrollo, crecimiento, proliferación celular y apoptosis 
(Baeuerle y Henkel, 1994; O’Neill y Kaltschmidt, 1997; Barkett y Gilmore, 1999; 
Kaltschmidt y col., 1999; Paciolla y col., 2011).  
NFκB es activado por estímulos tanto internos como externos, incluyendo 
citoquinas proinflamatorias, componentes bacterianos, luz ultravioleta y EAO 
(Barnes y Karin, 1997). La familia de NFκB en mamíferos consiste en 5 miembros: 
p50, p52, p65 (RelA), RelB y c-Rel, que forman homodímeros o heterodímeros. 
Cada miembro de esta familia posee un dominio de unión al ADN que además 
participa en su dimerización. Los miembros RelA, RelB y cRel poseen un dominio 
de activación de transcripción y los otros miembros son sintetizados como 
proteínas precursoras con secuencias que inhiben la unión al ADN, y que deben 
ser procesadas por el proteosoma a proteínas más pequeñas (p50 y p52, 
respectivamente) para que el dímero pueda actuar como factor de transcripción 
(Morgan y Liu, 2011). 
1.15.2. Activación de la vía de señalización de NFκB 
Existen dos vías de señalización principales que inducen la activación de 
NFκB: la vía canónica o clásica y la vía no canónica o alternativa.  La vía canónica 
o clásica se inicia por la unión de citoquinas a sus receptores (por ejemplo, TNFα 
a su receptor TNFR; IL-1 a su receptor IL-1R) o por el reconocimiento de PAMPs 
o DAMPs por la familia de los receptores Toll-like (TLRs) (por ejemplo, 
reconocimiento de LPS por el receptor Toll-like 4 (TLR4)) (Lawrence, 2009). Entre 
los DAMPs capaces de ser reconocidos por TLRs encontramos la heat-shock 
protein 70, agonista del TLR4, y complejos inmunológicos de ADN y ARN 
endógenos que son reconocidos por los TLR9 y TLR7. Adicionalmente, ratones 
deficientes en TLR4 son resistentes al desarrollo de aterosclerosis inducida por la 
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dieta, reforzando el concepto de que los TLRs pueden reconocer tanto PAMPs 
como DAMPs (Michelsen y col., 2004). Cabe destacar las vías de señalización 
inducidas por cualquiera de esta familia de receptores culmina con la activación 
de NFκB (Kawai y Akira, 2007). 
Con respecto a la capacidad de TLR4 de reconocer PAMPs, la unión del 
LPS al TLR4, mediante una secuencia de pasos, activa los complejos de quinasas 
del inhibidor de NFκB (IKK), culminando con la fosforilación y degradación del 
inhibidor de NFκB (IκB) y la translocación de NFκB al núcleo. La vía no canónica 
o alternativa es estimulada por la unión a sus receptores de miembros específicos 
de la familia de citoquinas TNF, como el ligando de CD40, BAFF y linfotoxina β. 
Estos estímulos inducen la activación de quinasas inductoras de NFκB (NIK), la 
posterior activación de homodímeros IKKα y el procesamiento de p100 a p52, el 
cual forma un heterodímero con RelB que transloca al núcleo e induce la 
transcripción génica (Oeckinghaus y Ghosh, 2009). 
A continuación, se detallará la vía canónica o clásica por ser la que se 
estudió en esta tesis: en condiciones fisiológicas, el factor de transcripción NFκB 
es retenido en el citoplasma mediante la unión a la proteína IκBα, que se une al 
dímero NFκB, enmascarando su señal de localización nuclear, manteniéndolo 
retenido e inactivo en el citoplasma. Ante un estímulo, se activan por fosforilación 
los complejos IKK, que incluyen IKKα, IKKβ e IKKɣ. Estos complejos fosforilan a 
IκBα, señal que precede su poliubiquitinación y degradación vía proteosoma 
(Zandi y col., 1997; Yamaoka y col., 1998). Luego de ser fosforilado por la proteína 
quinasa A (PKA), el dímero NFκB libre transloca al núcleo donde se une a su 
secuencia consenso en el ADN, induciendo la transcripción de genes. El NFκB 
activado induce además la síntesis de IκBα, que transloca al núcleo y captura el 
NFκB no unido al ADN para exportarlo al citoplasma y así concluir la transcripción 
génica (Barnes y Karin, 1997). En la Figura 12 se detalla la vía canónica de 
activación de NFκB inducida por la unión del LPS al receptor TLR4. Entre la unión 
de LPS al receptor y la fosforilación de IKK hay una secuencia de reacciones que 
comprenden la dimerización del receptor TLR4 y el reclutamiento de proteínas 
quinasas mediado por la molécula adaptadora MyD88. Estos pasos no se detallan 




Figura 12. Vía canónica o clásica de activación de NFκB activada por el reconocimiento 
del LPS por parte de los receptores TLR4.  
1.15.3. Interacción entre las especies activas del oxígeno y la vía de 
señalización de NFκB 
 La interacción entre las EAO y la vía de señalización de NFκB es 
sumamente compleja, debido a los múltiples sitios de acción que las EAO poseen 
dentro de esta vía, dándoles la capacidad de actuar simultáneamente en 
diferentes sitios y con diferente impacto (estimulatorio o inhibitorio). El efecto que 
las EAO ejerzan sobre esta vía dependerá del contexto, del tipo celular y del 
tiempo de exposición (Morgan y Liu, 2011). Una hipótesis plantea que, en general, 
las EAO tienden a estimular la vía de señalización de NFκB a nivel citosólico y a 
inhibirla a nivel nuclear (Kabe y col., 2005).  
 En particular, varios trabajos han reportado la activación de esta vía de 
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como in vitro (Kono y col., 2000; Brar y col., 2002; Piao y col., 2005; Udwan y col., 
2016). A su vez, como se discutirá posteriormente en la Sección 4.4.4., la 
activación de NFκB induce el aumento en la expresión y actividad de las NOXs. 
1.16. Objetivos e hipótesis 
1.16.1. Objetivo general 
 El objetivo general de esta tesis fue estudiar los efectos de la administración 
dietaria del flavanol (‒)-epicatequina sobre las alteraciones en corteza renal de 
rata, en términos de modificaciones oxidativas, alteraciones en la biodisponibilidad 
de NO y desarrollo de procesos inflamatorios. 
1.16.2. Hipótesis general 
 El flavanol (‒)-epicatequina administrado en la dieta modula la producción 
de oxidantes y la biodisponibilidad de NO en corteza renal de rata mediante la 
regulación de las enzimas óxido nítrico sintasa y NADPH oxidasa. Estos efectos 
se asocian a la inhibición de la activación de la vía de señalización del factor de 
transcripción NFκB y los procesos inflamatorios dependientes de su activación. 
1.16.3. Objetivos específicos 
1. Estudio I: Efectos de la administración dietaria de (‒)-epicatequina sobre el 
metabolismo del NO y del anión superóxido en corteza renal de ratas sometidas 
a un modelo experimental de administración de L-NAME. 
 i) Evaluación de la PAS a lo largo del tratamiento. 
 ii) Evaluación de niveles plasmáticos de urea y creatinina. 
iii) Evaluación de los factores determinantes de la producción enzimática 
de NO en corteza renal: actividad de la enzima óxido nítrico sintasa, expresión de 
sus isoformas nNOS, iNOS y eNOS y niveles de la fosforilación activadora en 
Ser(1177) de la eNOS. 
 iv) Evaluación de la producción de anión superóxido y de la expresión de la 




 v) Evaluación de la expresión y actividad de las enzimas SOD, CAT y GPx 
en corteza renal.  
vi) Evaluación de marcadores de daño oxidativo a lípidos y proteínas: 
determinación de MDA y de nitrotirosinas y complejos 4-HNE proteicos en corteza 
renal. 
 
2. Estudio II: Efectos de la administración dietaria de (‒)-epicatequina sobre la 
respuesta inflamatoria y la activación de la vía de señalización del factor de 
transcripción NFκB en corteza renal de ratas sometidas a un modelo experimental 
de administración de LPS. 
 i) Evaluación de niveles plasmáticos de urea y creatinina. 
 ii) Evaluación de parámetros de inflamación en corteza renal: expresión de 
ED1 y de los mediadores proinflamatorios iNOS, TNFα e IL-6. 
iii)  Evaluación de la activación de la vía de señalización de NFκB en corteza 
renal: expresión de TLR4, expresión y niveles de la fosforilación activadora en 
Ser(176/180) de IKKα/β, expresión y niveles de la fosforilación en Ser(32) de IκBα, 
expresión y niveles de la fosforilación activadora en Ser(536) de p65 y relación 
entre el contenido nuclear y citoplasmático de p65. 
 iv) Evaluación de la producción de anión superóxido y de la expresión de la 
isoforma NOX4 y de las subunidades p47phox y gp91phox de la isoforma NOX2 en 
corteza renal. 
v) Evaluación de la actividad de las enzimas SOD, CAT y GPx y niveles de 
MDA en corteza renal. 
 
3. Estudio III: Efectos de la administración dietaria de (‒)-epicatequina sobre el 
metabolismo del NO y del anión superóxido y sobre la inflamación mediada por la 
activación de la vía de señalización del factor de transcripción NFκB en corteza 
renal de ratas sometidas a un modelo experimental de sobrecarga de fructosa. 
 i) Evaluación de la PAS a lo largo del tratamiento. 
 ii) Evaluación niveles plasmáticos de glucosa, colesterol y triglicéridos. 
 iii) Evaluación de niveles plasmáticos y en orina de urea, ácido úrico y 
creatinina, depuración de creatinina y proteinuria. 
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iv) Evaluación de fibrosis y de indicadores de daño tisular: tinción de 
colágeno con Sirius Red y determinación de la expresión de nefrina, sinaptopodina 
y WT1 en riñón. 
v) Evaluación de los factores determinantes de la producción enzimática de 
NO en corteza renal: actividad de la enzima óxido nítrico sintasa, expresión de sus 
isoformas nNOS, iNOS y eNOS y niveles de la fosforilación activadora en 
Ser(1177) de la eNOS. 
vi) Evaluación de la producción de anión superóxido y de la expresión de la 
isoforma NOX4 y de las subunidades p47phox y gp91phox de la isoforma NOX2 en 
corteza renal. 
vii) Evaluación de la expresión y actividad de las enzimas SOD, CAT y GPx 
en corteza renal. 
viii) Evaluación de marcadores de daño oxidativo a lípidos y proteínas: 
determinación de TBARS y de nitrotirosinas y complejos 4-HNE proteicos en 
corteza renal. 
ix) Evaluación de parámetros de inflamación en corteza renal: expresión de 
los mediadores proinflamatorios iNOS, TNFα e IL-6. 
x) Evaluación de la activación de la vía de señalización de NFκB en corteza 
renal: expresión de TLR4, expresión y niveles de la fosforilación activadora en 
Ser(176/180) de IKKα/β, expresión y niveles de la fosforilación en Ser(32) de IκBα, 
expresión y niveles de la fosforilación activadora en Ser(536) de p65 y relación 































2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1. Reactivos 
Los reactivos (‒)-epicatequina, metil éster de Nω-Nitro-L-arginina (L-
NAME), lipopolisacárido (LPS) de Escherichia coli serotipo 0127:B8, cianuro de 
potasio (KCN), sal sódica de heparina, Trizma-HCl, NADPH, (‒)-epinefrina, azida 
sódica (NaN3), glutatión reducido (GSH), cloruro de magnesio (MgCl2), 
dinitrato de N,N'-dimetil-9,9'-biacridinium (lucigenina), fluoruro de sodio (NaF), 
aprotinina, leupeptina, pepstatina A, ortovanadato de sodio (Na3VO4), 
ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), ácido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-
N,N,N',N'-tetraacético (EGTA), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), reactivo de 
Folin Ciocalteau, D-(+)-glucosa, ditiotreitol (DTT), N-hidroxietil-piperazina-N-
ácido etanosulfónico (HEPES), nonil fenoxi polietoxi etanol (NP-40), IGEPAL®, 
butilhidroxitolueno (BHT), seroalbúmina bovina, H2O2, SOD, GR, ácido 
tiobarbitúrico (TBA) y 1,1,3,3-tetrametoxipropano se obtuvieron de Sigma 
Chemical Company (St. Louis, Missouri, EE. UU.) 
Los reactivos Tritón® X-100, Tween 20, persulfato de amonio y glicerol se 
obtuvieron de Promega (Madison, Wisconsin, EE. UU.). Las membranas de 
fluoruro de polivinilideno y los reactivos acrilamida, bis (N,N'-metileno-bis-
acrilamida) y glicina se obtuvieron de BIO-RAD Laboratories (Berkeley, 
California, EE.UU.) y las placas autoradiográficas utilizadas se obtuvieron de GE 
Healthcare Limited (Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido). 
Los reactivos cloruro de sodio (NaCl), metanol, etanol, fosfato de potasio 
monobásico (KH2PO4), fosfato de potasio dibásico (K2HPO4), azul de bromofenol 
y β-mercaptoetanol se obtuvieron de Merck Química Argentina S.A. (Carlos 
Spegazzini, Buenos Aires, Argentina). Los reactivos cloruro de calcio (Cl2Ca) y 
cloruro de potasio (KCl) se obtuvieron de Mallinckrodt Pharmaceuticals 
(Hazelwood, Missouri, EE. UU.). Los reactivos dodecil sulfato de sodio (SDS), 
ácido perclórico y ácido clorhídrico (HCl) se obtuvieron de Anedra S.A. (San 
Fernando, Buenos Aires, Argentina). Los reactivos N,N,N´,N´-
tetrametilendiamina (TEMED) y el ácido fosfotúngstico (H3PO4·12 WO3) se 
obtuvieron de Fisher Scientific (Fair Lawn, Nueva Jersey, EE. UU.). 
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El butanol se obtuvo de Dorwil S.A. (Belgrano, Buenos Aires, Argentina), 
la [14C] L-arginina se obtuvo de PerkinElmer Life and Analytical Sciences 
(Boston, Massachusetts, EE. UU.) y la fructosa se obtuvo de Droguería Saporiti 
Sacifia (Colegiales, Buenos Aires, Argentina). Los anticuerpos utilizados en los 
ensayos de western blot y de inmunohistoquímica se obtuvieron de Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, California, EE. UU.), Cell Signaling Technology 
(Danvers, Massachusetts, EE. UU.), Chemicon International (Temecula, 
California, EE. UU.), Abcam Inc. (Cambridge, Massachusetts, EE. UU.) y BIO-
RAD Laboratories Inc. (Berkeley, California, EE. UU.), como se detalla en la 
Tabla 5 (Sección 2.7.10.). Para la preparación de reactivos se utilizó agua 
bidestilada obtenida utilizando el equipo Barnstead E-pure de Thermo Scientific 
(Waltham, Massachusetts, EE. UU.). 
2.2. Animales y tratamientos 
2.2.1. Estudio I: Modelo de administración de L-NAME. Efecto de la 
administración dietaria de (‒)-epicatequina 
Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de 135 ± 5 g de peso 
provenientes del Bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 
Universidad de Buenos Aires. El alojamiento, el manejo y los procedimientos 
experimentales se realizaron de acuerdo con la Guía Para el Cuidado y Uso de 
Animales de Laboratorio, publicado por los Institutos Nacionales de Salud 
(National Institutes of Health, NIH) (Publicación n° 85-23, 1996, Bethesda, 
Maryland, EE. UU.) y fueron aprobados por el Comité Institucional para el 
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Farmacia y 
Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires (CICUAL-FFyB) (EXP-UBA: 
69322/15, resolución n° 3999). Las ratas se alojaron bajo condiciones de 
humedad y temperatura controladas (22-23ºC), en ciclos de luz-oscuridad de 12 
h. Luego de una semana de adaptación a la dieta y a las condiciones de 
alojamiento, se procedió con el tratamiento mediante la administración de agua 
corriente o una solución de L-NAME en el agua de bebida (360 mg/l) y dieta 
control o suplementada con (‒)-epicatequina (4g/kg de dieta). Tanto la dieta 
control como la dieta suplementada con (‒)-epicatequina se prepararon 48 h 
antes de su uso. 
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La dieta control se preparó como se describe en la Tabla 3 (Olin y col., 
1995) y se suplementó con (‒)-epicatequina en reemplazo de igual cantidad de 
dextrosa.  
Tabla 3. Composición de la dieta control 
Ingrediente         Cantidad 
                  (g/kg dieta) 
Hidratos de carbono           595 
Proteínas             210 
Grasas              80 
Mezcla de minerales            40 
Mezcla de vitaminas            60 
Fibras               15   
Los animales se dividieron aleatoriamente en tres grupos experimentales 
(n = 8 animales para cada grupo) y fueron tratados como se describe en el 
Esquema 1:  el grupo control (C) recibió agua como bebida y dieta control, el 
grupo L-NAME (LN) recibió L-NAME en el agua de bebida y dieta control y el 
grupo L-NAME + (–)-epicatequina (LN+EC) recibió L-NAME en el agua de bebida 
y dieta control suplementada con (–)-epicatequina. 
 
Esquema 1. Protocolo experimental realizado en las ratas sometidas a la administración 
de L-NAME (360 mg/l) en el agua de bebida y alimentadas con dieta control o 
suplementada con (‒)-epicatequina (4 g/kg de dieta). EC, (‒)-epicatequina; L-NAME, 
Nω-nitro-L-arginina. 
4 d                
C
LN
LN+ECL-NAME (360 mg/l) + dieta suplementada con EC
L-NAME (360 mg/l) + dieta control
Agua de bebida + dieta control





Los animales consumieron la dieta y la bebida ad libitum durante los 4 
días que duraron los tratamientos. La PAS, el peso corporal y el consumo de 
comida y bebida se midieron diariamente. Al final del tratamiento, los animales 
se pesaron y se procedió a la eutanasia por inhalación de CO2.  
2.2.2. Estudio II: Modelo de administración de LPS. Efecto de la 
administración dietaria de (‒)-epicatequina 
Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de 200 ± 10 g de peso 
provenientes del Bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la 
Universidad de Buenos Aires. El alojamiento, el manejo y los procedimientos 
experimentales se realizaron de acuerdo con la Guía Para el Cuidado y Uso de 
Animales de Laboratorio, publicado por los Institutos Nacionales de Salud 
(National Institutes of Health, NIH) (Publicación N° 85-23, 1996, Bethesda, 
Maryland, EE. UU.) y fueron aprobados por el Comité Institucional para el 
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Farmacia y 
Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires (CICUAL-FFyB) (EXP-UBA: 
67147/15, resolución n° 1933). Las ratas se alojaron bajo condiciones de 
humedad y temperatura controladas (22-23ºC), con ciclos de luz-oscuridad de 
12 h. Luego de una semana de adaptación a la dieta y a las condiciones de 
alojamiento, se procedió con el pretratamiento de 4 días mediante la 
administración ad libitum de dieta control o suplementada con (‒)-epicatequina 
(1 g/kg de dieta). La dieta utilizada para este estudio fue provista por GEPSA 
Feeds (Buenos Aires, Argentina) (Tabla 4).  
Tabla 4. Composición de la dieta control 
Ingrediente         Cantidad 
                  (g/kg dieta) 
Hidratos de carbono           587 
Proteínas             240 
Grasas              60 
Mezcla de minerales            70 
Mezcla de vitaminas            21 
Fibras               22   
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Los animales fueron divididos aleatoriamente en dos grupos y fueron 
tratados como se detalla en el Esquema 2: el grupo control (C) (n = 16 animales) 
recibió agua como bebida y dieta control y el grupo (‒)-epicatequina (EC) (n = 8 
animales) recibió agua como bebida y dieta control suplementada con (‒)-
epicatequina (1 g/kg de dieta). 
Transcurridos los 4 d de tratamiento, se administró por inyección 
intraperitoneal (ip) solución salina a la mitad de los animales del grupo C y se 
administró LPS (4 mg/kg de peso corporal) a la otra mitad del grupo C y a la 
totalidad de los animales del grupo EC. Se obtuvieron de esta forma tres grupos 
experimentales finales (n = 8 animales para cada grupo) como se detalla en el 
Esquema 2: el grupo C recibió dieta control y administración de solución salina, 
el grupo LPS recibió dieta control y administración de LPS y el grupo LPS + (‒)-
epicatequina (LPS+EC) recibió dieta suplementada con (‒)-epicatequina y 
administración de LPS. 
Luego de 6 h de la administración de solución salina o LPS los animales 
fueron pesados y eutanizados por inhalación de CO2.  
 
Esquema 2. Protocolo experimental realizado sobre las ratas sometidas a la 
administración de LPS (4 mg/kg de peso corporal) por inyección ip y alimentadas con 
dieta control o suplementada con (‒)-epicatequina (1 g/kg de dieta). EC, (‒)-
epicatequina; LPS, lipopolisacárido de Escherichia coli. 
Estudio II: Esquema de tratamiento
Solución                           
salina                          
4 d                                           6 h                  










2.2.3. Estudio III: Modelo de sobrecarga de fructosa. Efecto de la 
administración dietaria de (‒)-epicatequina 
Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de 115 ± 10 g de peso 
provenientes del Bioterio del Departamento de Patología de la Facultad de 
Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cuyo- Instituto de Biología 
Experimental de Cuyo (IMBECU)-CONICET, Mendoza, Argentina. El 
alojamiento, el manejo y los procedimientos experimentales se realizaron de 
acuerdo con la Guía Para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, 
publicado por los Institutos Nacionales de Salud (National Institutes of Health, 
NIH) (Publicación N° 85-23, 1996, Bethesda, Maryland, EE. UU.)  y aprobados 
por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 
(CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de 
Cuyo (Aval N° 36/2014). Las ratas se alojaron bajo condiciones de humedad y 
temperatura controladas (22-23ºC), con ciclos de luz-oscuridad de 12 h. Luego 
de una semana de adaptación a la dieta y a las condiciones de alojamiento, los 
animales se dividieron aleatoriamente en tres grupos experimentales (n = 8 
animales por cada grupo) y fueron tratados como se detalla en el Esquema 3: el 
grupo control (C) recibió agua como bebida y dieta control, el grupo fructosa 
(FRU) recibió fructosa 10% (p/v) en el agua de bebida y dieta control y el grupo 
fructosa + (–)-epicatequina (FRU+EC) recibió fructosa en el agua de bebida y 
dieta control suplementada con (–)-epicatequina en una cantidad de 20 mg/kg 
de peso corporal.  
La dieta utilizada para este estudio fue provista por GEPSA Feeds 
(Buenos Aires, Argentina) y su composición se indica en la Tabla 4. Los animales 
consumieron la dieta y la bebida ad libitum. Se midió la PAS en los grupos 
experimentales al inicio y trascurridas 4 y 8 sem de tratamiento. El peso corporal 
de los animales y el consumo de comida y bebida fueron medidos dos veces por 
semana a lo largo del tratamiento. Durante la última semana de tratamiento los 
animales se alojaron en jaulas metabólicas para la recolección de orina de 24 h. 
Al final del tratamiento se mantuvieron los animales en ayuno por 12 h, luego 
fueron pesados y se procedió a la eutanasia por exanguinación previa anestesia 
con ketamina (50 mg/kg) y acepromazina (1 semmg/kg). Se calculó el consumo 
energético diario mediante el siguiente cálculo: peso del alimento ingerido 
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(g/24h) x 3,3 Kcal/g + volumen de solución de fructosa 10% (p/v) ingerida 
(ml/24h) x 0,4 Kcal/ml. 
 
Esquema 3. Protocolo experimental realizado en las ratas sometidas a sobrecarga de 
fructosa (10% (p/v) en el agua de bebida) durante 8 sem y alimentadas con dieta control 
o suplementada con (‒)-epicatequina (20 mg/kg de peso corporal). EC, (‒)-epicatequina. 
Para este estudio, el tratamiento de los animales, la determinación de la 
PAS y las determinaciones de triglicéridos, colesterol total y glucosa en plasma 
se realizaron en el Departamento de Patología de la Facultad de Ciencias 
Médicas de la Universidad Nacional de Cuyo- Instituto de Biología 
Experimental de Cuyo (IMBECU)-CONICET, Mendoza, Argentina.  
2.3. Determinación de la presión arterial sistólica 
El registro de la PAS para los estudios Estudio I y II se realizó en ratas 
conscientes y pre-acondicionadas mediante el empleo de un pletismógrafo digital 
de cola SC1000 de Hatteras Instruments (Cary, Carolina del Norte, EE. UU.). 
Para el Estudio III se utilizó un polígrafo Grass Modelo 7 de Grass Instruments 
Co. (Quincy, Massachusetts, EE. UU.). Los animales fueron entrenados para el 
procedimiento de medición de la PAS tres veces por semana a la misma hora 
durante las dos semanas previas a cada una de las mediciones finales. Estas se 
realizaron al comienzo del tratamiento y a la cuarta y octava semanas del mismo, 
en el mismo horario en que se realizó el entrenamiento. Para ello las ratas fueron 
mantenidas en un ambiente silencioso y termostatizado a 32ºC durante 60 min. 
Luego se inmovilizaron las ratas en un cepo apoyado en un paño termostatizado 
8 sem                
C
FRU
FRU+ECFructosa 10% (p/v) + dieta suplementada con EC
Fructosa 10% (p/v) + dieta control
Agua de bebida + dieta control 





y se les colocó en la cola el dispositivo para la determinación de la PAS 
conectado a un transductor de pulso. Los valores indicados corresponden al 
promedio de tres registros sucesivos para cada animal. 
2.4. Obtención de las muestras 
Luego de la eutanasia de los animales, se extrajo sangre por punción 
cardíaca y se obtuvo plasma por centrifugación a 6000 x g durante 1 min, el cual 
se conservó a -80ºC para las determinaciones bioquímicas posteriores. Se 
extrajeron los riñones y se separaron secciones de corteza renal que se 
colocaron en crioviales y se almacenaron en N2 líquido para la posterior 
determinación de la actividad de la NOS o se fijaron en paraformaldehído al 10% 
(v/v) en buffer fosfato salino (PBS: KH2PO4 7,6 mM, K2HPO4 42,4 mM y NaCl 150 
mM, pH: 7,2) para las tinciones histológicas y las inmunohistoquímicas. El resto 
de la corteza renal se conservó a -80ºC para la realización de otras 
determinaciones.  
2.5. Procesamiento de las muestras de corteza renal 
i) Para las determinaciones de las actividades enzimáticas y para la 
determinación de especies reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS) se 
homogeneizaron las cortezas renales utilizando un homogeneizador Potter-
Elvehjem con vástago de teflón en buffer fosfato de potasio (KH2PO4 50 mM, 
K2HPO4 50 mM, pH: 7,4) en una relación 100 mg de tejido/ml de buffer. El 
homogeneizado crudo se centrifugó a 600 x g por 20 min a 4°C para descartar 
los núcleos y los restos celulares. Se separaron los sobrenadantes, nombrados 
como homogeneizados totales, sobre los cuales se efectuaron las medidas. 
ii) Para la determinación de la producción de anión superóxido 
dependiente de NADPH se homogeneizaron las cortezas renales utilizando un 
homogeneizador Potter-Elvehjem con vástago de teflón en buffer fosfato de 
potasio (KH2PO4 50 Mm, K2HPO4 50 mM, pH: 7,4) en una relación 100 mg de 
tejido/ml de buffer. Este homogeneizado crudo se centrifugó a 600 x g por 20 min 
a 4°C para descartar los núcleos y restos celulares y los sobrenadantes se 
sometieron a una segunda centrifugación a 10000 x g por 20 min a 4°C para 
descartar las mitocondrias. Se separaron los sobrenadantes, nombrados como 
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homogeneizados libres de mitocondrias, con los cuales se efectuaron las 
medidas. 
iii) Para evaluar la expresión de proteínas en homogeneizado total por 
western blot se procesaron las cortezas renales utilizando un homogeneizador 
Potter-Elvehjem con vástago de teflón en buffer de lisis (NaCl 150 mM, Trizma-
HCl 50 mM, NP-40 1% (v/v), pH: 8,0) conteniendo inhibidores de proteasas y 
fosfatasas (aprotinina 0,3 μM, leupeptina 12 μM, pepstatina A 1,5 μM, PMSF 1 
mM, EDTA 5 mM, EGTA 1 mM, NaF 5 mM, Na3VO4 1 mM) en una relación 100 
mg de tejido/ml de buffer. Los homogeneizados crudos se incubaron 30 min a 
4ºC y se centrifugaron a 600 x g por 20 min a 4ºC para descartar los núcleos y 
restos celulares. Se separaron los sobrenadantes, nombrados como 
homogeneizados totales para western blot, con los cuales se efectuaron las 
medidas. 
iv) Para evaluar el contenido de p65 en citoplasma y núcleo por western 
blot se procedió a la obtención de las fracciones citoplasmática y nuclear de 
corteza renal. Para ello se homogeneizaron las cortezas renales utilizando un 
homogeneizador Potter-Elvehjem con vástago de teflón en buffer (HEPES 10 
mM, MgCl2 1,5 mM, KCl 5 mM, DTT 0,5 mM, Na3VO4 0,4 mM y PMSF 0,5 mM, 
pH: 8,0) en una relación 1 mg de tejido/4 ml de buffer. Luego se agregó un 
volumen equivalente del mismo buffer conteniendo IGEPAL® 0,2% (v/v). Los 
homogeneizados crudos se incubaron en hielo durante 10 min y se centrifugaron 
a 850 x g durante 15 min a 4°C para separar núcleos y restos celulares. El 
sobrenadante resultante corresponde a la fracción citoplasmática. El precipitado 
obtenido conteniendo los núcleos se resuspendió en 100 μl de buffer (Trizma-
HCl 20 mM, glicerol 25% (v/v), MgCl2 1,5 mM, NaCl 0,4 mM, EDTA 0,2 mM, DTT 
0,5 mM, Na3VO4 0,4 mM y PMSF 0,5 mM, pH: 8,0) y se incubó en hielo durante 
10 min. Luego se centrifugó a 14000 x g durante 30 min a 4°C y se separó el 
sobrenadante, que corresponde a la fracción nuclear (Aimo y col., 2010). Los 
sobrenadantes correspondientes a las fracciones citoplasmática y nuclear se 
utilizaron para realizar las determinaciones. 
v) A partir de los cortes de riñón fijados en paraformaldehído se obtuvieron 
secciones transversales de 3 μm de espesor que fueron montadas en parafina 
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para su posterior tinción con Sirius Red o su posterior análisis 
inmunohistoquímico. 
2.6. Determinación del contenido de proteínas 
La concentración de proteínas de las muestras se determinó utilizando la 
técnica descripta por Lowry (Lowry y col., 1951). La lectura de absorbancia se 
realizó en un espectrofotómetro Jasco UV/Vis modelo 78500 (Hachioji, Tokio, 
Japón). Se utilizó seroalbúmina bovina como estándar. 
2.7. Determinaciones bioquímicas y analíticas 
2.7.1.  Determinaciones bioquímicas en sangre, plasma y orina 
El contenido de glucosa se midió en sangre utilizando un glucómetro 
Accu-Chek Performa de Roche (Buenos Aires, Argentina). La concentración de 
insulina en plasma se midió por radioinmunoanálisis utilizando un equipo de 
detección comercial para análisis y detección provisto por Coat-A-Count 
(Siemens, Munich, Alemania).  
Las determinaciones bioquímicas en plasma y en orina se realizaron 
espectrofotométricamente utilizando equipos de detección comerciales para 
análisis. Para las determinaciones de triglicéridos y colesterol total (plasma) y de 
proteínas (orina) se usaron equipos provistos por GTLab (Rosario, Santa Fe, 
Argentina). Para las determinaciones de creatinina y urea (plasma y orina) se 
usaron equipos provistos por Wiener Lab (Rosario, Santa Fe, Argentina). Para 
las determinaciones de ácido úrico (plasma y orina) se usaron equipos provistos 
por RANDOX Laboratories Ltd. (Crumlin, County Antrim, Reino Unido). 
Todas las determinaciones se realizaron utilizando un espectrofotómetro 
Jasco UV/Vis modelo 78500 (Hachioji, Tokio, Japón) y siguiendo los protocolos 
recomendados por cada fabricante. La depuración de creatinina (ml/min.kg) se 
calculó como: [creatinina en orina (mg/dl) x diuresis (ml/24 h) x 1000] / [creatinina 
en plasma (mg/dl) x 1440 (min/24 h) x peso corporal (g)]. 
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2.7.2. Determinación de malondialdehído por cromatografía líquida de alta 
resolución en homogeneizados de corteza renal 
Para los Estudio I y II (Secciones 2.2.1. y 2.2.2.) se determinó el 
contenido de MDA por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) previa 
derivatización con ácido tiobarbitúrico (TBA) de acuerdo con Fraga y col. (1988). 
A alícuotas de 150 μl de homogeneizado de corteza renal se agregaron 15 μl de 
BHT 0,2% (p/v) en etanol y 150 μl de ácido perclórico 6% (v/v). Luego de agitar 
con vórtex, las muestras se centrifugaron a 4000 x g durante 10 min a 4°C. A los 
sobrenadantes obtenidos se agregaron 180 μl de TBA 0,6% (p/v) y se agitaron 
con vórtex nuevamente. Las muestras se incubaron a 95°C durante 45 min, se 
enfriaron y finalmente se centrifugaron a 4000 x g durante 10 min a 4°C. El 
contenido de MDA de las muestras derivatizadas fue determinado utilizando un 
equipo Agilent 1100 Series de Agilent Technologies (Santa Clara, California, EE. 
UU.) en fase reversa utilizando una columna Luna C-18 de 100 mm de largo por 
4,6 mm de diámetro con tamaño de partícula de 3 μm provista por Phenomenex 
(Torrance, California, EE. UU.).  Se realizó una corrida isocrática con una fase 
móvil compuesta de KH2PO4 50 mM 65% (v/v), pH: 7,0 y metanol 35% (v/v). La 
detección se realizó fluorométricamente (λexc: 515 nm; λem: 555 nm). El estándar 
de MDA se preparó a partir de 1,1,3,3-tetrametoxipropano. Los resultados se 
expresaron como nmoles de MDA/mg de proteína. 
2.7.3. Determinación fluorimétrica de especies reactivas al ácido 
tiobarbitúrico en homogeneizados de corteza renal 
Para el Estudio III (Sección 2.2.3) el contenido de TBARS se determinó 
fluorométricamente en homogeneizados de corteza renal de acuerdo con Fraga 
y col. (1987). A diferentes volúmenes de muestra se agregaron 50 μl de BHT 4% 
(p/v) en etanol y 500 μl de SDS 3% (p/v). Luego de agitar con vórtex se agregaron 
2 ml de HCl 0,1 N, 1 ml de ácido fosfotúngstico 10% (p/v) y 1 ml de TBA 0,7% 
(p/v). Las muestras se agitaron nuevamente con vórtex y se calentaron a 95 °C 
durante 45 min. Luego de enfriar las muestras, se extrajo el complejo formado 
entre el MDA y el ácido tiobarbitúrico con 2 ml de butanol y se midió la 
fluorescencia en los sobrenadantes (λexc= 515 nm; λem= 555 nm) utilizando un 
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espectrofluorómetro Hitachi F-3010 (Chiyoda-ku, Tokio, Japón). Los resultados 
se expresaron como TBARS (equivalentes de MDA/mg de proteína).  
2.7.4. Determinación de la actividad de óxido nítrico sintasa 
Se determinó la actividad de la enzima NOS como la cantidad de [14C] L-
citrulina generada a partir de [14C] L-arginina (Costa y col., 2004). Cortes de 2-3 
mm de espesor de corteza renal se incubaron a 37°C en buffer Krebs (NaCl 118 
mM, KCl 4,7 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO4 1,2 mM, NaHCO3 4,2 mM, CaCl2 2 
mM, D-(+)-glucosa 10 mM y HEPES 10 mM, pH: 7,4) gaseado con una mezcla 
de 95% de oxígeno y 5% de dióxido de carbono durante 30 min, en presencia de 
[14C] L-arginina-HCl 0,5 μCi/ml como sustrato de la NOS. Posteriormente, con el 
objetivo de determinar la conversión de [14C] L-arginina a [14C] L-citrulina, las 
muestras se homogeneizaron en 500 μl de buffer HEPES 20 mM conteniendo 
EDTA 0,5 mM y EGTA 0,5 mM, pH: 5,5 y luego se centrifugaron a 8000 x g por 
10 min a 4°C. Los sobrenadantes se eluyeron utilizando 2 ml de agua destilada 
a través de una columna conteniendo 1 ml de resina Dowex AG 50W-X8 (forma 
Na+) hidratada previamente con el mismo buffer que se utilizó para 
homogeneizar las muestras. La cantidad de [14C] L-citrulina producida se 
determinó con un contador de centelleo líquido Wallac 1414 WinSpectral (Wallac, 
Turku, Finlandia) y los resultados se expresaron como pmoles de [14C] L-
citrulina/g de tejido.min. Esta determinación se realizó en la Cátedra de 
Fisiología, Instituto de Química y Metabolismo del Fármaco (IQUIMEFA)-
CONICET, Facultad de Farmacia y Bioquímica, Universidad de Buenos Aires.  
2.7.5. Determinación de la producción de anión superóxido 
2.7.5.1. Fundamento de la técnica 
La producción de anión superóxido dependiente de NADPH fue 
determinada en homogeneizados de corteza renal libres de mitocondrias, 
midiendo la quimioluminiscencia (QL) (emisión de fotones) derivada de la 
lucigenina, producto de su reacción con al anión superóxido (Li y col., 2004). 
Como se ilustra en la Figura 13, la lucigenina (originalmente un dicatión) se 
reduce captando un electrón y generando un radical libre catiónico. Este radical 
reacciona con el anión superóxido generando un intermediario dioxetano 
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inestable que se descompone para producir dos moléculas de N-metilacridona. 
Una de las moléculas de N-metilacridona se encuentra electrónicamente 
excitada y se desexcita emitiendo un fotón. Mediante esta reacción podemos 
monitorear la producción de anión superóxido a través de la detección de la 
emisión de fotones.  
 
Figura 13. Esquema de la secuencia de reacciones que desencadenan la QL derivada 
de la lucigenina producto de su reacción con el anión superóxido. Tomado de Li y col., 
1998. 
La producción de anión superóxido podría sobreestimarse debido al 
fenómeno conocido como reciclado redox, en el cual el radical catión de 
lucigenina reacciona con el oxígeno molecular produciendo anión superóxido. 
Sin embargo, se demostró que este fenómeno no se produce en forma 
significativa cuando las concentraciones utilizadas de lucigenina son menores a 
20 µM (Münzel y col., 2002). 
2.7.5.2. Determinación de la producción de anión superóxido en 
homogeneizados de corteza renal libres de mitocondrias 
Las muestras se colocaron en viales conteniendo lucigenina 5 μM y 
















































7,4) a 37°C (volumen final: 1 ml). Se midió la emisión de fotones como cuentas 
por segundo cada 10 seg. durante un periodo de tiempo de 10 min utilizando un 
contador de centelleo líquido LKB Wallac 1209 Rackbeta (Gaithersburg, 
Maryland, EE. UU.). La especificidad del ensayo para anión superóxido se 
determinó realizando la reacción en ausencia y en presencia de 200 unidades 
(U) de SOD (Figura 14).  
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Figura 14. Gráfico representativo de la QL de lucigenina en función del tiempo en 
corteza renal libre de mitocondrias para el ensayo de una muestra control en ausencia 
(   ) y en presencia de 200 U de SOD (   ), y de una muestra FRU en ausencia (●) y en 
presencia de 200 U de SOD (○). La cantidad de proteína utilizada fue de 100 µg. Las 
reacciones se realizaron en presencia de lucigenina 5 μM y NADPH 40 mΜ. 
Se calculó el área bajo la curva (ABC) del gráfico de QL en función del 
tiempo para cada medida utilizando el programa GraphPad Prism 5.01 
desarrollado por GraphPad Software, Inc. (San Diego, California, EE. UU.). Se 
calculó, para cada muestra, la diferencia ABC (s/SOD) – ABC (c/SOD). 
Finalmente, se determinó el rango de linealidad de la reacción en función de la 
concentración de proteína de las muestras, como se ejemplifica en la Figura 15. 
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Figura 15. Gráfico representativo del ABC en función del contenido de proteína en el 
ensayo de lucigenina para muestras control (○) y FRU (●). Las reacciones realizaron en 
presencia de lucigenina 5 μM y NADPH 40 mΜ. 
2.7.6. Determinación de la actividad de catalasa en homogeneizados de 
corteza renal 
Se determinó espectrofotométricamente siguiendo el consumo de 
peróxido de hidrógeno de acuerdo con Aebi (1984), con algunas modificaciones. 
Los homogeneizados de corteza renal fueron diluidos 1/10 con una solución de 
Tritón-X100 0,1% (v/v), se agitaron con vórtex y se centrifugaron a 600 x g 
durante 10 min a 4ºC. Los sobrenadantes obtenidos se diluyeron al medio y se 
utilizaron para las mediciones. Se agregaron diferentes volúmenes de muestra 
en una cubeta de cuarzo conteniendo H2O2 30 mM en buffer fosfato de potasio 
50 mM (pH: 7,0) (volumen final: 1 ml). El consumo de peróxido de hidrógeno fue 
medido a 240 nm (ε= 40 M-1 cm-1) durante 30 s a 25ºC utilizando un 
espectrofotómetro Jasco UV/Vis modelo 78500 (Hachioji, Tokio, Japón).  Los 
resultados se expresaron como μmoles H2O2/mg prot.min (Aebi, 1984). 
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2.7.7. Determinación de la actividad de glutatión peroxidasa en 
homogeneizados de corteza renal 
Se determinó espectrofotométricamente siguiendo la oxidación 
enzimática de NADPH de acuerdo con Flohé y Gϋnzler (1984). Se agregaron 
diferentes volúmenes de muestra en una cubeta de cuarzo conteniendo NADPH 
0,15 mM, GSH 1 mM, NaN3 1 mM, GR 0,25 U/ml y H2O2 0,5 mM en buffer fosfato 
de potasio 50 mM (pH: 7,7) (volumen final: 800 µl). La oxidación enzimática de 
NADPH fue medida a 340 nm (ε= 6,22 mM-1 cm-1) durante 1 min a 30ºC utilizando 
un espectrofotómetro Jasco UV/Vis modelo 78500 (Hachioji, Tokio, Japón). 
Como blanco se determinó la oxidación de NADPH en ausencia de muestra. La 
actividad de GPx se expresó como unidades/mg de proteínas, donde 1 unidad 
se define como 1 μmol de GSH oxidado/min = 1 μmol NADPH oxidado/min a pH 
7,4 a 30°C. Los resultados se expresaron en μmoles NADPH oxidado/mg 
proteínas.min (Flohé y Günzler, 1984). 
2.7.8. Actividad de superóxido dismutasa en homogeneizados de corteza 
renal 
Se determinó espectrofotométricamente siguiendo la autooxidación de la 
epinefrina de acuerdo con Boveris y col. (1983). Diferentes volúmenes de 
muestra se agregaron a una cubeta conteniendo (‒)-epinefrina 1 mM en buffer 
glicina 50 mM (pH: 10) (volumen final: 1 ml). La formación de adrenocromo se 
midió a 480 nm (ε= 40 mM-1 cm-1) durante 2 min a 30ºC utilizando un 
espectrofotómetro Jasco UV/Vis modelo 78500 (Hachioji, Tokio, Japón). Se 
determinó la actividad total de SOD y la actividad de la isoforma Mn-SOD. Para 
ello se realizó la reacción en ausencia y en presencia de KCN 4 μM en la mezcla 
de reacción, para inhibir la actividad de la isoforma dependiente de Cu y Zn 
(Cu/Zn-SOD). La actividad de esta última se determinó mediante la diferencia 
entre la actividad total de SOD y la actividad de Mn-SOD para cada muestra. Se 
expresaron los resultados en U de SOD/mg de proteína, considerando una U de 
SOD la cantidad de enzima que inhibe la velocidad de la reacción en un 50% 
(Boveris y col., 1983). 
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2.7.9. Determinación de la expresión de proteínas por western blot 
 Para evaluar la expresión de proteínas en homogeneizados de corteza 
renal se llevaron a cabo ensayos de western blot. Para ello, a las muestras 
homogeneizadas en buffer de lisis (Sección 2.5) se les adicionó un mismo 
volumen de buffer Tris-HCl 200 mM, pH: 6,8 conteniendo SDS 2% (p/v), glicerol 
25% (v/v), β-mercaptoetanol 5% (v/v) y azul de bromofenol 0,01% (p/v) y se 
incubaron durante 5 min a 95ºC. Alícuotas de estas muestras conteniendo 30 μg 
de proteína se separaron por electroforesis en condiciones desnaturalizantes 
utilizando un equipo Mini-PROTEAN 3 Cell de Bio-Rad (Hercules, California, EE. 
UU.) en geles de poliacrilamida de 7%, 8%, 10% o 12% (p/v), dependiendo de la 
proteína a analizar. Simultáneamente con las muestras se corrieron estándares 
de peso molecular Full-Range Rainbow Molecular Weight Marker de GE 
Healthcare (Piscataway, Nueva Jersey, EE. UU.). Luego de la electroforesis, las 
proteínas se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno utilizando un 
equipo Mini Trans-blot de Bio-Rad (Hercules, California, EE. UU.) a 110 V 
durante 90 min utilizando una solución compuesta por Tris 25 mM, glicina 192 
mM y metanol 20% (v/v). Las membranas se bloquearon a temperatura ambiente 
durante 2 h en una solución conteniendo leche en polvo descremada 5% (p/v) 
en PBS pH: 7,4 para impedir la unión inespecífica del anticuerpo a otras 
proteínas. Luego las membranas se incubaron durante 16 h a 4°C con el 
anticuerpo primario correspondiente diluido en una solución de leche en polvo 
descremada 1% (p/v) en PBS.  Las diluciones de los anticuerpos primarios se 
detallan en la Tabla 5 de la Sección 2.7.10. A continuación, las membranas se 
lavaron 3 veces con PBS conteniendo Tween 20 0,1% (v/v) y se incubaron con 
el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa en una 
dilución 1/5000 en PBS durante 90 min a temperatura ambiente. Las bandas se 
revelaron usando el sistema de detección quimioluminiscente ECL-plus de 
Amersham Pharmacia Biotech (Piscataway, Nueva Jersey, EE. UU.). Las placas 
se escanearon y el análisis densitométrico se llevó a cabo utilizando el programa 
Image J desarrollado por el National Institute of Health (NIH) (Bethesda, 
Maryland, EE. UU.). Para homogeneizados totales y fracciones citoplasmáticas, 
la cantidad de proteína sembrada se normalizó por el contenido de β-actina. Para 
las fracciones nucleares, la cantidad de proteína se normalizó por el contenido 
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de ribonucleoproteína A1 (RNP A1). La cantidad de proteína fosforilada se 
normalizó por el contenido de la proteína total correspondiente. Los resultados 
se expresaron en U.A. de densidad óptica.  
2.7.10. Determinación del contenido de colágeno e inmunohistoquímicas 
en cortes de riñón 
Para el modelo de sobrecarga de fructosa en ratas se determinó el 
contenido de colágeno mediante la técnica de tinción con Picrosiruis Red 
(Schuman y col., 2011). Las microfotografías fueron tomadas utilizando un 
microscopio óptico Nikon E400 desarrollado por Nikon Instrument Group 
(Melville, Nueva York, EE. UU.). 
Para los estudios de inmunohistoquímica se cortaron secciones de 3 µm 
de espesor, se desparafinizaron con xileno y se rehidrataron mediante una serie 
de soluciones graduadas de etanol/agua. Para eliminar la actividad endógena de 
la peroxidasa, se incubaron los cortes de tejido durante 30 min en peróxido de 
hidrógeno 0,5% (v/v) en metanol. Luego de lavar las secciones de tejido en buffer 
PBS, pH: 7,2 durante 30 min, se procedió a la incubación de las mismas con 
seroalbúmina bovina 5% (p/v) en PBS durante 20 min a temperatura ambiente. 
Las secciones fueron lavadas nuevamente con PBS y se procedió a su 
incubación durante 16 h a 4°C con los anticuerpos primarios correspondientes 
diluidos en solución de bloqueo: anticuerpo anti ED1 (dilución 1:100), anticuerpo 
anti interleuquina 6 (IL-6) (dilución 1:100), anti proteína tumoral de Wilm (WT1) 
(dilución 1:400), anti sinaptopodina (dilución 1:300) y anti nefrina (dilución 1:400) 
(detallados en la Tabla 5). Se realizó la tinción con un complejo modificado de 
avidina-biotina-peroxidasa Ectastain ABC kit (Universal Elite) de Vector 
Laboratories (Burlingame, California, EE. UU.) y se realizó la co-tinción con 
hematoxilina (Giani y col., 2011) .La tinción inmunológica fue cuantificada como 
el porcentaje de tinción positiva por área o por glomérulo en 20 campos elegidos 
al azar. La evaluación de los datos se realizó con el analizador de imágenes 
Image-Pro Plus versión 4,5 para Windows desarrollado por Media Cybernetics 
(Rockville, Maryland, EE. UU.). Esta determinación se realizó en el Laboratorio 
de Medicina Experimental del Hospital Alemán, Buenos Aires, Argentina. 
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Tabla 5. Especificaciones correspondientes a los anticuerpos primarios 
utilizados para cada proteína evaluada por western blot o inmunohistoquímica. 
Proteína a 
determinar 
Anticuerpo primario Proveedor Dilución 
p-eNOS# Monoclonal de conejo, anti p-eNOS 
(Ser1177) (C9C3): 9570  
1 1/1200 




β-actina& Policlonal de ratón, anti β-actina (C4): 
47778 
2 1/1000 
CAT# Policlonal de conejo, anti CAT: 52477 4 1/1000 
Cu/Zn-SOD& Policlonal de ratón, anti Cu/Zn-SOD: 
1237 
3 1/1000 
ED1& Monoclonal de ratón, anti CD68, clon 
ED1: MCA341R 
5 1/100 




gp91phox* Policlonal de cabra, anti gp91phox(C-
15):5827  
2 1/1000 
GPx-1/2& Monoclonal de ratón, anti GPx-1/2 (B-
6):133160 
2 1/1000 
4-HNE# Policlonal de conejo, anti 4-HNE: 52477 4 1/1000 
hnRNP A1& Monoclonal de ratón, anti hnRNP A1 
(4B10): 32301 
2 1/1000 
IκBα± Monoclonal de ratón, anti IκBα (3G12): 
4814 
1 1/1000 
IKKα± Monoclonal de ratón, anti Iκκα (3G12): 
11930 
1 1/1000 
IL-6& Policlonal de cabra, anti IL-6 (R-19):     
1266 
2 1/1000 
Mn-SOD& Monoclonal de ratón, anti Mn-SOD (A-
2): 133134 
2 1/1000 
Nefrina& Policlonal de cabra, anti nefrina (G-20): 
32530 
2 1/400 
NFκB p65† Monoclonal de conejo, anti NFκB p65 




Nitrotirosina& Monoclonal de ratón, anti nitrotirosina 
(HM.11): 32731 
2 1/500 
nNOS# Monoclonal de ratón, anti nNOS (A-11): 
5302 
2 1/1000 
NOX4# Policlonal de cabra, anti NOX4 (N-15): 
21860 
2 1/1000 
p47phox* Policlonal de cabra, anti p47phox (C-20):  
7660 
2 1/1000 
p-eNOS# Monoclonal de conejo, anti p-eNOS 
(Ser1177) (C9C3): 9570  
1 1/1200 
p-IκBα† Monoclonal de conejo, anti p- IκBα 
(Ser32) (14D4): 2859 
1 1/1000 
p-IKKα/β† Monoclonal de conejo, anti p-IKKα/β 
(Ser176/180) (16A6): 2697 
1 1/1000 
p-NFκB p65† Monoclonal de conejo, anti p-NFκB p65 
(Ser536) (93H1): 3033 
1 1/1000 
Sinaptopodina* Policlonal de cabra, anti sinaptopodina 
(P-19): 21537 
2 1/300 
TLR4# Policlonal de conejo, anti TLR4 (M-
300): 30002 
2 1/1500 
TNFα* Policlonal de cabra, anti TNFα (N-19): 
1350 
2 1/1000 
WT1# Policlonal de conejo, anti WT1 (C-19): 
192 
2 1/400 
1Cell Signaling Technology (Danvers, Massachusetts, EE. UU.). 2Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, California, EE. UU.). 3CHEMICON International 
(Temecula, California, EE. UU.). 4Abcam Inc. (Cambridge, Massachusetts, EE.UU.). 
5Bio-Rad Laboratories Inc. (Hércules, California, EE. UU.). *Anticuerpo secundario 
usado: Anticuerpo de conejo anti IgG de cabra (sc-2768), Santa Cruz Biotechnology, 
Inc. (Santa Cruz, California, EE. UU.). #Anticuerpo secundario usado: Anticuerpo de 
cabra anti IgG de conejo (sc-2030), Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, 
California, EE. UU.). &Anticuerpo Secundario usado: Anticuerpo de cabra anti IgG de 
ratón (sc-2005), Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, California, EE. UU.). 
†Anticuerpo secundario usado: Anticuerpo de cabra anti IgG de conejo (#7074), Abcam 
Inc. (Cambridge, Massachusetts, EE.UU.). ±Anticuerpo secundario usado: Anticuerpo de 
caballo anti IgG de ratón (#7076), Abcam Inc. (Cambridge, Massachusetts, EE.UU.). 
2.8. Estadística 
Los datos (excepto los histológicos) se sometieron a un análisis de la 
varianza (ANOVA) de una vía, seguido del test de mínima diferencia significativa 
de Fisher para establecer diferencias entre grupos experimentales. Para ello se 
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utilizó el programa StatView 5.0, desarrollado por el Instituto SAS (Cary, Carolina 
del Norte, EE. UU.). Los datos histológicos fueron analizados mediante el test no 
paramétrico de Kruskal-Wallis utilizando los valores absolutos y procesados por 
el programa GraphPad Prism 5.01 desarrollado por GraphPad Software, Inc. 
(San Diego, California, EE. UU.), seguido por el método de comparaciones 
múltiples de Dunn. En todos los análisis se consideró estadísticamente 
significativa una diferencia de p < 0,05. Los resultados se expresaron como el 









































3.1. Estudio I: Modelo de administración de L-NAME. Efecto de la (–)-
epicatequina dietaria 
 Para desarrollar el Objetivo específico I se utilizó un modelo 
experimental en el cual la producción de NO está disminuida a través de la 
administración de L-NAME. El mecanismo de acción del L-NAME incluye su 
hidrólisis en los sistemas biológicos para dar origen a la Nω-nitro-L-arginina (L-
NNA), compuesto que compite con la L-arginina como sustrato de la NOS 
(Víteček y col., 2012). Se evaluó el efecto de la administración de (–)-
epicatequina sobre: i) las alteraciones oxidativas y ii) los determinantes de la 
biodisponibilidad de NO a nivel de la corteza renal. Loa tratamientos se detallan 
en Materiales y Métodos, Sección 2.2.1. 
3.1.1. Efecto de la (–)-epicatequina sobre el peso corporal, la relación peso 
renal/peso corporal y el consumo de bebida y alimento en ratas tratadas 
con L-NAME 
Al finalizar el tratamiento, no se hallaron diferencias significativas ni en el 
peso corporal ni en la relación peso renal/peso corporal entre los diferentes 
grupos experimentales. Tampoco se observaron diferencias significativas en el 
consumo de bebida o de alimento entre los grupos estudiados (Tabla 6). Los 
datos de consumo de alimento y bebida indican que los animales de los grupos 









Tabla 6. Peso corporal, relación peso renal/peso corporal y consumo de alimento 
y bebida para los diferentes grupos experimentales. 
Parámetro  Grupo experimental 
     C       LN    LN+EC 
Peso corporal (g)     273 ± 7       275 ± 7    275 ± 9 
Peso renal/peso corporal (x10-4)       70 ± 3         60 ± 2      60 ± 1 
Consumo de alimento (g/día)       17 ± 1         16 ± 1      14 ± 2 
Consumo de bebida (ml/día)       27 ± 2         25 ± 2      24 ± 2 
El L-NAME se administró en el agua de bebida (360 mg/l) y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta (4 g/kg de dieta). Los valores se indican como promedio ± ESM (n 
= 8 animales por grupo). 
3.1.2. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la presión arterial sistólica en 
ratas tratadas con L-NAME 
Se midió la PAS en los grupos experimentales al inicio y transcurridos 2 y 
4 d de tratamiento. Puede observarse en la Figura 16 que la PAS determinada 
al comienzo del tratamiento fue similar en los tres grupos experimentales.  
 
Figura 16. PAS para los grupos C (    ), LN (    ) y LN+EC (    ) a los 0, 2 y 4 d de 
tratamiento. El L-NAME se administró en el agua de bebida (360 mg/l) y la (–)-
epicatequina se suministró en la dieta (4 g/kg de dieta). Los valores se indican como 


























En el grupo LN se registraron aumentos de 43 y 38 mmHg respecto del grupo C 
en el segundo y cuarto días de tratamiento, respectivamente. En el grupo 
LN+EC, la PAS resultó significativamente menor respecto al grupo LN durante 
todo el tratamiento. Este resultado indica que la administración dietaria de (–)-
epicatequina evitaría el aumento en la PAS inducido por la administración de L-
NAME durante ese período de tiempo. 
3.1.3. Efecto de la (–)-epicatequina sobre las concentraciones plasmáticas 
de urea y creatinina en ratas tratadas con L-NAME 
 Las concentraciones plasmáticas de urea y creatinina resultaron 
significativamente mayores en el grupo LN respecto al grupo C. En el grupo 
LN+EC se observó una disminución significativa en ambos parámetros respecto 
al grupo LN (Figura 17). Estos resultados sugieren que el tratamiento con L-
NAME alteraría la función renal y que la administración de (–)-epicatequina en la 
dieta prevendría este efecto. 
Figura 17. Concentraciones plasmáticas de urea (A) y creatinina (B) para los diferentes 
grupos experimentales. El L-NAME se administró en el agua de bebida (360 mg/l) y la 
(–)-epicatequina se suministró en la dieta (4 g/kg de dieta). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 
respecto al grupo LN. 
3.1.4. Efecto de la (–)-epicatequina sobre los determinantes de la 
biodisponibilidad de NO en corteza renal de ratas tratadas con L-NAME 
 Los determinantes de la biodisponibilidad de NO incluyen aspectos 
relacionados con su producción y con su consumo. En relación con su 
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diferentes isoformas. Debido a que el consumo de NO depende en gran parte de 
su reacción con el anión superóxido, se evaluó la producción de esta especie 
radical y la expresión de subunidades de la NOX dado que, sin considerar la 
contribución mitocondrial, una de las principales fuentes enzimáticas de anión 
superóxido a nivel renal es la actividad de esta enzima (Gill y Wilcox, 2006).  
3.1.4.1. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la actividad de la enzima óxido 
nítrico sintasa y la expresión de sus isoformas en corteza renal de ratas 
tratadas con L-NAME 
La actividad de la NOS, medida como la producción de [14C] L-citrulina/g 
de tejido.min en secciones de corteza renal, resultó significativamente menor en 
el grupo LN con respecto a los grupos C y LN+EC (Figura 18). Este resultado 
indica que el tratamiento con L-NAME fue efectivo en inhibir la actividad de la 
NOS a nivel de la corteza renal y este efecto pudo ser prevenido o atenuado por 
la administración dietaria de (–)-epicatequina. 
 
Figura 18. Actividad de la NOS medida como la producción de [14C] L-citrulina/g de 
tejido.min a partir de [14C] L-arginina en secciones de corteza renal para los diferentes 
grupos experimentales. El L-NAME se administró en el agua de bebida (360 mg/l) y la 
(–)-epicatequina se suministró en la dieta (4 g/kg de dieta). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 
respecto al grupo LN. 
La metodología utilizada para determinar la actividad de la NOS no 
permite discriminar la fuente de NO entre las diferentes isoformas de la enzima. 
Para explorar las posibles fuentes se determinó la expresión de las isoformas de 

















































diferencias significativas en las expresiones de las isoformas iNOS y eNOS entre 
los grupos experimentales (Figuras 19A y 19B).  
 
Figura 19. Expresiones de iNOS (A), eNOS (B) y nNOS (C) y fosforilación de eNOS en 
Ser(1177) (D) determinadas por western blot en homogeneizados de corteza renal para 
los diferentes grupos experimentales. El L-NAME se administró en el agua de bebida 
(360 mg/l) y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta (4 g/kg de dieta). Los valores 
se indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo 
C, #p < 0,05 respecto al grupo LN. 
En el grupo LN se encontró un aumento significativo en la expresión de la 
isoforma nNOS en corteza renal respecto a los grupos C y LN+EC (Figura 19C). 
No se observaron diferencias en los niveles de activación de la eNOS por 
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3.1.4.2. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la producción de anión 
superóxido dependiente de NADPH y la expresión de las subunidades de 
la NADPH oxidasa en corteza renal de ratas tratadas con L-NAME 
 Para estudiar la producción enzimática de anión superóxido dependiente 
de NADPH en este modelo se midió la QL de lucigenina inducida por NADPH e 
inhibible por SOD en homogeneizados de corteza renal libres de mitocondrias. 
La QL asociada a la producción de anión superóxido resultó significativamente 
mayor en el grupo LN con respecto a los grupos C y LN+EC (Figura 20). Las 
posibles fuentes enzimáticas de anión superóxido que utilizan NADPH como 
cofactor incluyen las enzimas citocromo P450, lipooxigenasa, xantina oxidasa y 
la NOS desacoplada, pero se ha postulado que la contribución de la NOX en 
riñón es significativamente mayor respecto a las otras enzimas (Gill y Wilcox, 
2006). 
 
Figura 20. QL de lucigenina inhibible por SOD en presencia de NADPH medida en 
homogeneizados de corteza renal libres de mitocondrias determinada para los 
diferentes grupos experimentales. La especificidad del ensayo para anión superóxido 
se determinó realizando la reacción en ausencia y en presencia de 200 U de SOD. El L-
NAME se administró en el agua de bebida (360 mg/l) y la (–)-epicatequina se suministró 
en la dieta (4 g/kg de dieta). Los valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 
animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 respecto al grupo LN. 
Debido a la relevancia fisiopatológica de la NOX a nivel renal, se 
analizaron la expresión de gp91phox, subunidad catalítica de la NOX2, la 
expresión de p47phox, subunidad activadora de esta isoforma, y la expresión de 




































































grupo LN observamos un aumento significativo en las expresiones de las dos 
subunidades de la NOX2 analizadas respecto a los grupos C y LN+EC (Figura 
21A y 21B). La expresión de la subunidad NOX4 mostró un perfil de expresión 
similar al de las subunidades anteriormente estudiadas (Figura 21C).  
 
La mayor expresión de las subunidades gp91phox y p47phox de la NOX2 en 
el grupo LN respecto al grupo control sugiere que el aumento en la producción 
de anión superóxido estaría asociado a un aumento en la expresión de la NOX2 
en este grupo experimental. La administración dietaria de (–)-epicatequina fue 
efectiva en disminuir la expresión de estas subunidades de la NOX2 inducida por 
el tratamiento con L-NAME, sugiriendo a esta isoforma de la NOX como una de 
las posibles fuentes de producción de anión superóxido en este modelo 
experimental. Debido a que el producto primario de la actividad de la NOX4 sería 
p47phox gp91phoxB
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Figura 21. Expresiones de gp91phox (A), 
p47phox (B) y NOX4 (C) determinadas por 
western blot en homogeneizados de 
corteza renal para los diferentes grupos 
experimentales. El L-NAME se administró 
en el agua de bebida (360 mg/l) y la (–)-
epicatequina se suministró en la dieta (4 
g/kg de dieta). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por 
grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 




el peróxido de hidrógeno (Nisimoto y col., 2014), esta isoforma no estaría 
contribuyendo en la producción de anión superóxido determinada. Las 
variaciones en la expresión de la NOX4 podrían estar asociadas a variaciones 
en la producción de peróxido de hidrógeno, aunque esta hipótesis debería ser 
evaluada mediante la medición de la producción de esta EAO a nivel renal. 
3.1.5. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la actividad y expresión de las 
enzimas superóxido dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa en corteza 
renal de ratas tratadas con L-NAME 
 A los fines de completar la evaluación del metabolismo del anión 
superóxido y del peróxido de hidrógeno provenientes de la actividad de las 
NOXs, se estudiaron la actividad y expresión de las enzimas encargadas de la 
degradación de anión superóxido (SOD) y de peróxido de hidrógeno (CAT y 
GPx). Si bien la actividad total de SOD no mostró diferencias entre los grupos 
estudiados, se evidenció un aumento significativo en la actividad de la isoforma 
Mn-SOD en el grupo LN respecto a los otros grupos experimentales, sin 
modificarse la actividad de la isoforma Cu/Zn-SOD. El grupo LN presentó un 
aumento significativo en la actividad de las enzimas CAT y GPx respecto a los 
grupos C y LN+EC (Figura 22). Estos resultados sugieren que la administración 
dietaria de (–)-epicatequina contribuye a la atenuación de las alteraciones 





Se midió la expresión de las enzimas Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, CAT y GPx, 
en corteza renal. No se hallaron diferencias significativas en las expresiones de 
CAT y Cu/Zn-SOD entre los grupos experimentales. Las expresiones de GPx y 
Mn-SOD resultaron significativamente mayores en el grupo LN respecto a los 
grupos C y LN+EC (Figura 23). Estos resultados sugieren que la (–)-
epicatequina atenuaría las alteraciones en el metabolismo del anión superóxido 
y del peróxido de hidrógeno generadas por el tratamiento con L-NAME, 
restableciendo la actividad de la enzima CAT y la actividad y expresión de la GPx 
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C                                                          D
E Figura 22. Actividades de SOD total (A), 
Cu/Zn-SOD (B), Mn-SOD (C), CAT (D) y 
GPx (E) medidas espectrofotométricamente 
en homogeneizados de corteza renal para 
los diferentes grupos experimentales. El L-
NAME se administró en el agua de bebida 
(360 mg/l) y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta (4 g/kg de dieta). Los 
valores se indican como promedio ± ESM (n 
= 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto 





Figura 23. Expresiones de Cu/Zn-SOD (A), Mn-SOD (B), CAT (C) y GPx (D) medidas 
por western blot en homogeneizados de corteza renal para los diferentes grupos 
experimentales. El L-NAME se administró en el agua de bebida (360 mg/l) y la (–)-
epicatequina se suministró en la dieta (4 g/kg de dieta). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 
respecto al grupo LN. 
3.1.6. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la oxidación de biomoléculas en 
corteza renal de ratas tratadas con L-NAME 
 Como marcadores de daño oxidativo a lípidos y proteínas se determinaron 
el contenido de MDA y de nitrotirosinas y complejos 4-HNE proteicos en corteza 
renal. El contenido de MDA y de nitrotirosinas proteicas resultó 
significativamente mayor en el grupo LN con respecto a los grupos C y LN+EC 
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(Figura 24 y Figura 25A, respectivamente), mientras que no se encontraron 
diferencias significativas en los niveles de complejos 4-HNE proteicos entre los 
grupos experimentales (Figura 25B). Estos resultados sugieren que el L-NAME 
induce un aumento en la producción de oxidantes a nivel de la corteza renal, 
generando daño oxidativo a lípidos y proteínas. Este efecto es atenuado por la 
administración dietaria de (–)-epicatequina. 
 
Figura 24. Contenido de MDA determinado por HPLC en homogeneizados de corteza 
renal para los diferentes grupos experimentales. El L-NAME se administró en el agua 
de bebida (360 mg/l) y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta (4 g/kg de dieta). Los 
valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto 



































Figura 25. Niveles de nitrotirosinas proteicas (A) y complejos 4-HNE proteicos (B) 
determinados por western blot en homogeneizados de corteza renal para los diferentes 
grupos experimentales. El L-NAME se administró en el agua de bebida (360 mg/l) y la 
(–)-epicatequina se suministró en la dieta (4 g/kg de dieta). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 
respecto al grupo LN. 
3.2. Estudio II: Modelo de administración de LPS. Efecto de la (–)-
epicatequina dietaria 
 Para desarrollar el Objetivo Específico II se trabajó con un modelo de 
administración ip de LPS de Escherichia coli. Se evaluó: i) la activación de la vía 
de señalización de NFκB, en términos de expresión y activación por fosforilación 
de los diferentes intermediarios de la vía y ii) la expresión de indicadores de 
inflamación local a nivel de la corteza renal. Los tratamientos de detallan en 









































































3.2.1. Efecto de la (–)-epicatequina sobre el peso corporal y sobre la 
relación peso renal/peso corporal en ratas tratadas con LPS 
 Al finalizar el tratamiento, no se hallaron diferencias significativas ni en el 
peso corporal ni en la relación peso renal/peso corporal entre los diferentes 
grupos experimentales (Tabla 7). 
Tabla 7. Peso corporal y relación peso renal/peso corporal para los diferentes 
grupos experimentales 
Parámetro Grupo experimental 
      C                   LPS           LPS+EC 
Peso corporal (g) 255 ± 15          241 ± 6           230 ± 8 
Peso renal/peso corporal (x10-4)   92 ± 2              93 ± 2             99 ± 3 
El LPS se administró ip (4 mg/kg de peso corporal) y la (–)-epicatequina se suministró 
en la dieta (1 g/kg de dieta). Los valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 
animales por grupo). 
3.2.2. Efecto de la (–)-epicatequina sobre las concentraciones plasmáticas 
de urea y creatinina en ratas tratadas con LPS 
 Las concentraciones plasmáticas de urea y creatinina. Ambos parámetros 
resultaron significativamente mayores en el grupo LPS respecto al grupo C. En 
el grupo LPS+EC se observó una disminución significativa en ambos parámetros 
respecto al grupo LPS (Figura 26). Estos resultados sugieren una alteración en 
la función renal producto de la inflamación generada por el LPS, que estaría 





Figura 26. Concentraciones plasmáticas de urea (A) y creatinina (B) para los diferentes 
grupos experimentales. El LPS se administró ip (4 mg/kg de peso corporal) y la (–)-
epicatequina se suministró en la dieta (1 g/kg de dieta). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 
respecto al grupo LPS. 
3.2.3. Efecto de la (–)-epicatequina sobre las alteraciones inflamatorias en 
corteza renal de ratas tratadas con LPS 
Con el objetivo evaluar el estado inflamatorio a nivel tisular en este modelo 
de administración de LPS se determinó la infiltración de macrófagos en corteza 
renal y se estudió la vía de señalización de NFκB y la expresión de proteínas, 
cuyos genes son regulados por dicho factor de transcripción. 
 El reconocimiento del LPS por parte de los receptores TLR4 resulta en la 
activación de NFκB, que induce la expresión de diversas moléculas 
proinflamatorias. Entre ellas encontramos la proteína ED1, una glicoproteína 
presente en la membrana plasmática de monocitos y macrófagos activados que 
participa en la adhesión celular y en la presentación de antígenos, entre otras 
funciones inmunológicas (O’Reilly y Greaves, 2007; Okada y col., 2016); la iNOS, 
cuya expresión es inducida por diferentes estímulos proinflamatorios (Kleinert y 
col., 2003) y las citoquinas proinflamatorias TNFα e IL-6. 
 Se evaluó la infiltración de macrófagos en corteza renal mediante la 
medición de la expresión de ED1. Los niveles de esta proteína resultaron 
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Figura 27. Microfotografías de la expresión de ED1 determinada por 
inmunohistoquímica en corteza renal para los diferentes grupos experimentales (A) y su 
cuantificación (B). El LPS se administró ip (4 mg/kg de peso corporal) y la (–)-
epicatequina se suministró en la dieta (1 g/kg de dieta). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 
respecto al grupo LPS. 
Se determinaron la expresión del receptor TLR4, el contenido y la 
activación por fosforilación de los diferentes componentes de la vía de 
señalización de NFκB en citoplasma, además de los niveles citoplasmáticos y 
nucleares de la subunidad p65 de NFκB. La expresión de TLR4 resultó 
significativamente mayor en el grupo LPS con respecto a los grupos C y LPS-EC 







































































Figura 28. Expresión de TLR4 determinada por western blot en homogeneizados de 
corteza renal para los diferentes grupos experimentales. El LPS se administró ip (4 
mg/kg de peso corporal) y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta (1 g/kg de dieta). 
Los valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 
respecto al grupo C, #p < 0,05 respecto al grupo LPS. 
El grupo LPS mostró niveles de expresión de IKKα similares a los de los 
grupos C y LPS+EC. Sin embargo, los niveles de fosforilación activadora en 
Ser(176/180) del dímero IKKα/β resultaron significativamente mayores en el grupo 
LPS respecto a los otros grupos experimentales. En el grupo LPS se halló un 
aumento significativo en la fosforilación en Ser(32) de IκBα y una disminución 
significativa de los niveles de esta proteína respecto a los grupos C y LPS+EC. 
Estos resultados indicarían degradación vía proteosoma de IκBα en el grupo LPS, 
que no se evidenció en el grupo LPS+EC. Se determinaron los niveles de p65, 
que no mostraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Sin 
embargo, el nivel de la fosforilación activadora en Ser(536) de esta subunidad 
de NFκB resultó significativamente mayor en el grupo LPS respecto a los grupos 
C y LPS+EC (Figura 29). La activación de esta vía de señalización en el grupo 
LPS podría asociarse a la mayor relación entre el contenido nuclear y el 
citoplasmático de p65 medida en este grupo experimental respecto a los grupos 
C y LPS+EC (Figura 30). Estos resultados sugieren que en el grupo LPS hay 
una mayor activación de la vía de señalización de NFκB generada por la unión 
del LPS a los receptores TLR4. Estos cambios no se observaron en el grupo que 
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Figura 29. Expresión de IKKα (A), fosforilación en Ser(176/180) de IKKα/β (B), expresión 
de IκBα (C), fosforilación en Ser(32) de IκBα (D), contenido de p65 (E) y fosforilación en 
Ser(536) de p65 (F) determinados por western blot en homogeneizados de corteza 
renal. El LPS se administró ip (4 mg/kg de peso corporal) y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta (1 g/kg de dieta). Los valores se indican como promedio ± ESM (n 
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Figura 30. Contenido citoplasmático y nuclear de p65 determinados por western blot en 
fracciones citoplasmática y nuclear de homogeneizados de corteza renal para los 
diferentes grupos experimentales. El LPS se administró ip (4 mg/kg de peso corporal) y 
la (–)-epicatequina se suministró en la dieta (1 g/kg de dieta). Los valores se indican 
como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 
0,05 respecto al grupo LPS. 
Las expresiones de la iNOS y de las citoquinas proinflamatorias TNFα e 
IL-6, reguladas por NFκB, resultaron significativamente mayores en el grupo LPS 
respecto a los grupos C y LPS+EC (Figuras 31 y 32). Estos resultados 
concuerdan con la hipótesis de que la (–)-epicatequina tendría un efecto 
inhibitorio sobre la activación de NFκB, disminuyendo la expresión de estas 
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Figura 31. Expresiones de iNOS (A), TNFα (B) 
e IL-6 (C) determinadas por western blot en 
homogeneizados de corteza renal para los 
diferentes grupos experimentales. El LPS se 
administró ip (4 mg/kg de peso corporal) y la (–
)-epicatequina se suministró en la dieta (1 g/kg 
de dieta). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p 
< 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 respecto 




Figura 32. Microfotografías de la expresión de IL-6 determinada por 
inmunohistoquímica en corteza renal para los diferentes grupos experimentales (A) y su 
cuantificación (B). El LPS se administró ip (4 mg/kg de peso corporal) y la (–)-
epicatequina se suministró en la dieta (1 g/kg de dieta). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 
respecto al grupo LPS. 
3.2.4. Efecto de la (–)-epicatequina sobre parámetros del metabolismo 
oxidativo en corteza renal de ratas tratadas con LPS 
Se ha propuesto que la vía de señalización de NFκB está regulada por 
especies oxidantes. Estas actuarían en múltiples sitios y de diferentes formas 
(activando o inhibiendo) dependiendo del contexto y el tipo celular (Morgan y Liu, 
2011). Debido a que la expresión y actividad de la NOX son inducidas por la 
administración de LPS (Qin y col., 2004; Li y col., 2005; Vanasco y col., 2008) y 
que esta familia de enzimas es una de las principales fuentes de especies 
oxidantes a nivel renal (Gill y Wilcox, 2006), se determinaron la producción de 
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subunidades de la NOX2 y de NOX4. Adicionalmente se evaluaron las 
actividades de las enzimas involucradas en la degradación de anión superóxido 
y peróxido de hidrógeno SOD, CAT y GPx y el contenido de MDA en corteza 
renal como marcador de daño oxidativo a lípidos. 
La QL de lucigenina dependiente de NADPH e inhibible por SOD se 
determinó en homogeneizados de corteza renal libres de mitocondrias. La QL 
asociada a la producción de anión superóxido resultó significativamente mayor 
en el grupo LPS respecto a los grupos C y LPS+EC (Figura 33).  
Figura 33. QL de lucigenina inhibible por SOD determinada en presencia de NADPH en 
homogeneizados de corteza renal libres de mitocondrias para los diferentes grupos 
experimentales. La especificidad del ensayo para anión superóxido se determinó 
realizando la reacción en ausencia y en presencia de 200 U de SOD. El LPS se 
administró ip (4 mg/kg de peso corporal) y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta 
(1 g/kg de dieta). Los valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por 
grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 respecto al grupo LPS. 
El grupo LPS presentó un aumento significativo en la expresión de la 
subunidad catalítica gp91phox y de la subunidad activadora p47phox de la isoforma 
NOX2 respecto al grupo C. El grupo LPS+EC mostró niveles de expresión de 
gp91phox similares a los del grupo LPS mientras que los niveles de expresión de 
p47phox resultaron similares a los del grupo C (Figuras 34A y 34B). La subunidad 
NOX4 presentó una mayor expresión en el grupo LPS respecto a los otros grupos 
experimentales (Figura 34C). Estos resultados sugieren que el aumento en la 
producción de anión superóxido estaría generado tanto por un aumento en la 
expresión de la NOX2 como por una posible activación mediada por p47phox. La 
administración dietaria de (–)-epicatequina fue capaz de atenuar el aumento en 


































































menor producción de anión superóxido observada en el grupo LPS+EC debido 
a una menor activación de la NOX2. Las variaciones en la expresión de la NOX4 
podrían estar asociadas a variaciones en la producción de peróxido de 
hidrógeno, aunque esta hipótesis debería ser evaluada mediante la medición en 
la producción de esta EAO a nivel renal. 
 
A los fines de completar la evaluación del metabolismo de anión 
superóxido y peróxido de hidrógeno, se estudió la actividad de las enzimas 
encargadas de la degradación de anión superóxido (SOD) y de peróxido de 
hidrógeno (CAT y GPx). La actividad de GPx resultó significativamente mayor en 
el grupo LPS respecto a los grupos C y LPS+EC, mientras que no se hallaron 
diferencias en las actividades de CAT, Cu/Zn-SOD y Mn-SOD entre los grupos 
experimentales (Figura 35). Estos resultados sugieren que la administración 
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Figura 34. Expresiones de gp91phox (A), 
p47phox (B) y NOX4 (C) determinadas por 
western blot en homogeneizados de corteza 
renal para los diferentes grupos 
experimentales. El LPS se administró ip (4 
mg/kg de peso corporal) y la (–)-
epicatequina se suministró en la dieta (1 
g/kg de dieta). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). 
*p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 




oxidativas a nivel de la corteza renal asociadas a la respuesta inflamatoria 
generada por el LPS. 
 
 
Como marcador de daño oxidativo a lípidos se determinó el contenido de 
MDA en corteza renal, el cual resultó significativamente mayor en el grupo LPS 
respecto a los grupos C y LPS+EC (Figura 36). Este resultado sugiere que la 
administración de LPS estaría induciendo un aumento en la producción de 
oxidantes a nivel de la corteza renal, generando daño oxidativo a lípidos. Este 





























































































































































































40A                                                           B
E
C                                                          D
C           LPS      LPS+EC                                C           LPS      LPS+EC
C            LPS    LPS+EC
C           LPS     LPS+EC
C            LPS    LPS+EC
Figura 35. Actividades de SOD total (A), 
Cu/Zn-SOD (B), Mn-SOD (C), CAT (D) y 
GPx (E) determinadas por 
espectrofotometría en homogeneizados de 
corteza renal para los diferentes grupos 
experimentales. El LPS se administró ip (4 
mg/kg de peso corporal) y la (–)-
epicatequina se suministró en la dieta (1 g/kg 
de dieta). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). 
*p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 




Figura 36. Contenido de MDA medido por HPLC en homogeneizados de corteza renal 
para los diferentes grupos experimentales. El LPS se administró ip (4 mg/kg de peso 
corporal) y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta (1 g/kg de dieta). Los valores se 
indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo 
C. 
3.3. Estudio III: Modelo de sobrecarga de fructosa. Efecto de la (–)-
epicatequina dietaria 
 Para desarrollar el Objetivo Específico III se trabajó con un modelo 
experimental de sobrecarga de fructosa. Se evaluó el efecto de este tratamiento 
sobre: i) las alteraciones oxidativas, ii) los determinantes de la biodisponibilidad 
del NO, iii) la activación de la vía de señalización de NFκB, en términos de 
expresión y activación por fosforilación de los diferentes intermediarios de la vía 
y iv) la expresión de diferentes indicadores de inflamación local a nivel de la 
corteza renal. Los tratamientos se detallan en Materiales y Métodos, Sección 
2.2.3. 
3.3.1. Efecto de la (–)-epicatequina sobre el peso corporal y el consumo de 
bebida y alimento en ratas con sobrecarga de fructosa 
 Al finalizar el tratamiento, no se hallaron diferencias significativas ni en el 
peso corporal ni en la relación peso renal/peso corporal entre los diferentes 
grupos experimentales. En los dos grupos que recibieron la solución de fructosa 
como bebida se registró un mayor consumo de bebida y un menor consumo de 




































bebida podría deberse a la palatabilidad que la fructosa confiere a la solución 
(Zhao y col., 2003).  
Tabla 8. Peso corporal, relación peso renal/peso corporal y consumo de bebida 
y alimento para los diferentes grupos experimentales 
Parámetro        Grupo experimental 
            C                     FRU             FRU+EC 
Peso corporal (g)        386 ± 16         365 ± 12   386 ± 16 
Peso renal/peso corporal          70 ± 1           70 ± 1           70 ± 1 
Consumo de bebida (ml/24 h)          51 ± 4           73 ± 3*           75 ± 3* 
Consumo de alimento (g/24 h)          28 ± 1           20 ± 1*           23 ± 2* 
Energía ingerida (Kcal/24 h)          92 ± 3           95 ± 2         106 ± 4 
La fructosa se administró en el agua de bebida (10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta (20 mg/kg de peso corporal). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C. 
3.3.2. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la presión arterial sistólica en 
ratas con sobrecarga de fructose 
 
Figura 37. PAS de los grupos C (   ), FRU (   ) y FRU+EC (   ) a 0, 4 y 8 sem de 
tratamiento. La fructosa se administró en el agua de bebida (10% (p/v)) y la (–)-
epicatequina se suministró en la dieta (20 mg/kg de peso corporal). Los valores se 
indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo 

























Se midió la PAS en los grupos experimentales al inicio y trascurridas 4 y 
8 sem de tratamiento. Puede observarse en la Figura 37 que la PAS en el grupo 
FRU resultó aumentada en 11 y 12 mmHg en relación con grupo C a las 4 y 8 
sem de tratamiento, respectivamente. Este incremento no se evidenció en el 
grupo FRU+EC, sugiriendo un efecto antihipertensivo de la (–)-epicatequina en 
este modelo. 
3.3.3. Efecto de la (–)-epicatequina sobre los parámetros metabólicos 
generales en plasma de ratas con sobrecarga de fructosa 
 No se observaron diferencias significativas en la glucemia y en la 
concentración de colesterol total en plasma entre los grupos experimentales. En 
el grupo FRU la concentración plasmática de triglicéridos resultó 
significativamente mayor con respecto al grupo C. El grupo FRU+EC presentó 
una concentración de triglicéridos significativamente menor al grupo FRU, pero 
no logró alcanzar valores de trigliceridemia similares a los del grupo C (Tabla 9). 
Tabla 9. Concentraciones plasmáticas de glucosa, colesterol total y triglicéridos 
para los diferentes grupos experimentales. 
Parámetro Grupo experimental 
     C                    FRU                FRU+EC 
Glucosa (mg/dl)  90 ± 2    85± 2 90 ± 2 
Colesterol total (mg/dl)  43 ± 2 45 ± 3 47 ± 4 
Triglicéridos (mg/dl)  55 ± 4 148 ± 25* 85 ± 7** 
La fructosa se administró en el agua de bebida (10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta (20 mg/kg de peso corporal). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, **p < 0,05 
respecto a los grupos C y FRU. 
3.3.4. Efecto de la (–)-epicatequina sobre los parámetros de función renal 
en ratas con sobrecarga de fructosa 
 Se determinaron la diuresis de 24 h, las concentraciones plasmáticas y 
urinarias de urea, ácido úrico y creatinina, la depuración de creatinina y la 
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proteinuria. Las ratas de los grupos FRU y FRU+EC mostraron un aumento 
significativo en la diuresis con respecto al grupo C. No hallamos diferencias 
significativas ni en las concentraciones de urea o de ácido úrico en plasma y en 
orina entre los grupos experimentales. La concentración plasmática de creatinina 
resultó similar entre los grupos estudiados, mientras que la creatinina excretada 
en 24 h y la depuración de la misma resultaron significativamente mayores en 
los grupos FRU y FRU+EC con respecto al grupo C. Finalmente, el tratamiento 
con fructosa resultó en una proteinuria leve que no estuvo presente en el grupo 
que recibió la administración dietaria de (–)-epicatequina (Tabla 10).  
Tabla 10. Parámetros de función renal para los diferentes grupos experimentales 
Parámetro Grupo experimental 
    C                  FRU               FRU+EC 
Diuresis (ml/24 h)   6 ± 1 2  28 ± 3* 30 ± 3* 
Urea plasmática (mg/dl) 34 ± 3 35 ± 2 34 ± 2 
Urea en orina (mg/24 h) 413 ± 53 322 ± 41 420 ± 40 
Ácido úrico plasmático (mg/dl)  0,8 ± 0,1  0,7 ± 0,1  0,7 ± 0,1 
Ácido úrico en orina (mg/24 h) 0,7 ± 0,1 0,8 ± 0,2  0,7 ± 0,1 
Creatinina plasmática (mg/dl) 0,7 ± 0,1 0,7 ± 0,1  0,7 ± 0,1 
Creatinina en orina (mg/24 h)    5 ± 1    8 ± 1*    9 ± 1* 
Depuración de creatinina (mg/min.kg)   1,4 ± 0,1     2,3 ± 0,4*     2,4 ± 0,3* 
Proteinuria (mg/mg de creatinina) 2,4 ± 0,4 4,1 ± 0,6*     3,0 ± 0,2# 
La fructosa se administró en el agua de bebida (10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta (20 mg/kg de peso corporal). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 
respecto al grupo FRU. 
3.3.5.  Efecto de la (–)-epicatequina sobre el nivel de fibrosis en corteza 
renal de ratas con sobrecarga de fructosa 
 Como indicador de fibrosis de evaluó el contenido de colágeno, 
determinado por tinción con Sirius Red. Se observó un aumento significativo en 
el contenido de colágeno intersticial y perivascular en el grupo FRU con respecto 
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al grupo C. El contenido de colágeno en el grupo FRU+EC resultó 
significativamente menor con respecto al grupo FRU, aunque no se 
restablecieron valores similares a los hallados en el grupo C (Figura 38). 
 
Figura 38. Microfotografías de la tinción con Sirius Red en cortes de corteza renal para 
los diferentes grupos experimentales (A) y su cuantificación (B). La fructosa se 
administró en el agua de bebida (10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se suministró en la 
dieta (20 mg/kg de peso corporal). Los valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 
animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 respecto al grupo FRU. 
3.3.6.  Efecto de la (–)-epicatequina sobre las expresiones de nefrina, 
sinaptopodina y WT1 en corteza renal de ratas con sobrecarga de fructosa 
 La expresión de nefrina, uno de los componentes estructurales de la 
barrera de filtración glomerular, resultó significativamente menor en el grupo FRU 
respecto al grupo C. El tratamiento con (–)-epicatequina previno parcialmente la 
disminución esta proteína inducida por la sobrecarga de fructosa. El mismo perfil 
se observó para la expresión de sinaptopodina, un marcador de las células 
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como marcador de podocitos, resultó significativamente menor en el grupo FRU 
con respecto a los grupos C y FRU+EC (Figura 39).  
 
Figura 39. Microfotografías representativas de las inmunohistoquímicas de nefrina, 
sinaptopodina y WT1 (A) y cuantificación de las expresiones de nefrina (B), 
sinaptopodina (C) y WT1 (D) determinadas en corteza renal para los diferentes grupos 
experimentales. La fructosa se administró en el agua de bebida (10% (p/v)) y la (–)-
epicatequina se suministró en la dieta (20 mg/kg de peso corporal). Los valores se 
indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo 
C, **p < 0,05 respecto a los grupos C y FRU, #p < 0,05 respecto al grupo FRU. 
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3.3.7. Efecto de la (–)-epicatequina sobre los determinantes de la 
biodisponibilidad del óxido nítrico en corteza renal de ratas con sobrecarga 
de fructosa 
 Como se indicó en la Sección 3.1.4., los determinantes de la 
biodisponibilidad de NO incluyen aspectos relacionados con su producción y con 
su consumo. Con relación a su producción enzimática, se midió la actividad de 
la NOS y la expresión de sus diferentes isoformas. Debido a que el consumo de 
NO depende en gran parte de su reacción con el anión superóxido, se evaluó la 
producción de esta especie radical y la expresión de subunidades de la NOX 
dado que, sin considerar la contribución mitocondrial, una de las principales 
fuentes enzimáticas de anión superóxido a nivel renal es la actividad de esta 
enzima (Gill y Wilcox, 2006). 
3.3.7.1. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la actividad de la enzima óxido 
nítrico sintasa y la expresión de sus isoformas en corteza renal de ratas 
con sobrecarga de fructosa 
 
Figura 40. Actividad de la NOS medida como la producción de [14C] L-citrulina/g de 
tejido.min a partir de [14C] L-arginina determinada en secciones de corteza renal para 
los diferentes grupos experimentales. La fructosa se administró en el agua de bebida 
(10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta (20 mg/kg de peso corporal). 
Los valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 




















































La actividad de la NOS resultó significativamente mayor en el grupo FRU 
respecto al grupo C, mientras que en el grupo FRU+EC la actividad de la NOS 
resultó la máxima entre los tres grupos experimentales (Figura 40).  
Figura 41. Expresiones de iNOS (A), nNOS (B) y eNOS (C) y fosforilación de eNOS en 
Ser(1177) (D) determinadas por western blot en homogeneizados de corteza renal para 
los diferentes grupos experimentales. La fructosa se administró en el agua de bebida 
(10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta (20 mg/kg de peso corporal). 
Los valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 
respecto al grupo C, #p < 0,05 respecto al grupo FRU. 
La expresión de las diferentes isoformas de la NOS mostró un panorama 
complejo. Mientras que la expresión de la iNOS resultó significativamente mayor 
en el grupo FRU respecto a los grupos C y FRU+EC (Figura 41A), la expresión 
de la nNOS resultó significativamente menor en este grupo experimental (Figura 
41B). No se observaron diferencias en la expresión de la eNOS entre los grupos 
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significativamente mayor en los grupos FRU y FRU+EC respecto al grupo C 
(Figuras 41C y 41D). 
Estos resultados indican que el efecto de la sobrecarga de fructosa se 
asocia con un aumento significativo en la actividad de la NOS, con diferentes 
patrones en la expresión de sus isoformas (aumento en la expresión de la iNOS, 
disminución en la expresión de la nNOS y sin efecto en la expresión, pero 
aumento en la activación por fosforilación en Ser(1177) de la eNOS). 
Paradójicamente, el tratamiento con (–)-epicatequina resultó en una actividad de 
NOS aún mayor que en el grupo FRU, con un patrón de expresión diferente de 
sus isoformas. 
3.3.7.2. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la producción de anión 
superóxido dependiente de NADPH y la expresión de las subunidades de 
la NADPH oxidasa en corteza renal de ratas con sobrecarga de fructosa 
 La QL de lucigenina dependiente de NADPH e inhibible por SOD se 
determinó en homogeneizados de corteza renal libres de mitocondrias. La QL 
asociada a la producción de anión superóxido resultó significativamente mayor 
en el grupo FRU respecto a los grupos C y FRU+EC (Figura 42).  
 
Figura 42. QL de lucigenina inhibible por SOD determinada en presencia de NADPH en 
homogeneizados de corteza renal libres de mitocondrias para los diferentes grupos 
experimentales. La especificidad del ensayo para anión superóxido se determinó 
realizando la reacción en ausencia y en presencia de 200 U de SOD. La fructosa se 
administró en el agua de bebida (10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se suministró en la 
dieta (20 mg/kg de peso corporal). Los valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 



































































 Se evaluaron las expresiones de las subunidades gp91phox y p47phox de la 
NOX2 y de la subunidad NOX4 en corteza renal. El grupo FRU presentó un 
aumento significativo en la expresión de la subunidad catalítica gp91phox y de la 
subunidad activadora p47phox de la isoforma NOX2 respecto al grupo C. El grupo 
FRU+EC mostró niveles de expresión de gp91phox similares a los del grupo FRU 
mientras que los niveles de expresión de p47phox resultaron similares a los del 
grupo C (Figuras 43A y 43B). La subunidad NOX4 presentó una mayor 
expresión en el grupo FRU respecto a los otros grupos experimentales (Figura 
43C).  
 
Estos resultados sugieren que el aumento en la producción de anión 
superóxido estaría generado tanto por un aumento en la expresión de la NOX2 
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Figura 43. Expresiones de gp91phox (A), 
p47phox (B) y NOX4 (C) medidas por western 
blot en homogeneizados de corteza renal 
para los diferentes grupos experimentales. 
La fructosa se administró en el agua de 
bebida (10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta (20 mg/kg de peso 
corporal). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). 
*p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 




de (–)-epicatequina fue efectiva en atenuar el aumento en la expresión de p47phox 
inducido por el tratamiento con FRU, contribuyendo a la menor producción de 
anión superóxido observada en el grupo FRU+EC. Las variaciones en la 
expresión de la NOX4 podrían estar asociadas a cambios en la producción de 
peróxido de hidrógeno, aunque esta hipótesis debería ser evaluada mediante la 
medición en la producción de esta EAO a nivel renal. 
3.3.8. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la actividad y expresión de las 
enzimas superóxido dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa en corteza 
renal de ratas con sobrecarga de fructosa 
 A los fines de completar la evaluación del metabolismo del anión 
superóxido y del peróxido de hidrógeno provenientes de la actividad de las 
NOXs, se estudiaron la actividad y expresión de las enzimas encargadas de la 
degradación de anión superóxido (SOD) y de peróxido de hidrógeno (CAT y 
GPx). La actividad total de SOD resultó significativamente mayor en el grupo 
FRU respecto al grupo C. Este incremento se produjo a expensas de una mayor 
actividad de la isoforma Cu/Zn-SOD, no hallándose diferencias en la actividad 
de la isoforma Mn-SOD entre los grupos experimentales. En el grupo FRU se 
observó además un aumento en la expresión de la isoforma Cu/Zn-SOD respecto 
al grupo C, sin hallarse diferencias significativas en la expresión de la isoforma 
Mn-SOD entre los grupos experimentales. En el grupo FRU+EC tanto la actividad 
como la expresión de ambas isoformas de la SOD mostraron una disminución 




Figura 44. Actividad total de SOD (A), de Cu/Zn-SOD (B) y de Mn-SOD (C) medidas 
espectrofotométricamente en homogeneizados de corteza renal y expresión de Cu/Zn-
SOD (D) y de Mn-SOD (E) medidas por western blot en homogeneizados de corteza 
renal para los diferentes grupos experimentales. La fructosa se administró en el agua 
de bebida (10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta (20 mg/kg de peso 
corporal). Los valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p 
< 0,05 respecto al grupo C. 
 No se hallaron variaciones ni en la actividad ni en la expresión de la 
enzima CAT entre los grupos estudiados. La actividad de la enzima GPx resultó 
significativamente mayor en el grupo FRU respecto a los grupos C y FRU+EC, 
sin observarse variaciones en su expresión. En el grupo FRU+EC las actividades 
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Estos resultados sugieren que la administración dietaria de (–)-epicatequina 
contribuye a la atenuación de las alteraciones oxidativas a nivel de la corteza 
renal generadas por la sobrecarga de fructosa. 
 
Figura 45. Actividad de CAT (A), expresión de CAT (B), actividad de GPx (C) y 
expresión de GPx (D). Las actividades enzimáticas fueron medidas 
espectrofotométricamente y las expresiones proteicas fueron determinadas por western 
blot en homogeneizados de corteza renal para los diferentes grupos experimentales. La 
fructosa se administró en el agua de bebida (10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta (20 mg/kg de peso corporal). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo).  
3.3.9. Efecto de la (–)-epicatequina sobre la oxidación de biomoléculas en 
corteza renal de ratas con sobrecarga de fructosa 
Como marcadores de daño oxidativo a biomoléculas se determinaron el 
contenido de TBARS y de nitrotirosinas y complejos 4-HNE proteicos en corteza 
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Figura 46. Contenido de TBARS (A) medido fluorométricamente y contenido de 
nitrotirosinas proteicas (B) y complejos 4-HNE (C) medidos por western blot en 
homogeneizados de corteza renal para los diferentes grupos experimentales. La 
fructosa se administró en el agua de bebida (10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se 
suministró en la dieta (20 mg/kg de peso corporal). Los valores se indican como 
promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo C, #p < 0,05 
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FRU respecto a los grupos C y FRU+EC (Figura 46). Estos resultados sugieren 
que la sobrecarga de fructosa induce un aumento en la producción de oxidantes 
a nivel de la corteza renal, generando daño oxidativo a lípidos y proteínas. Este 
efecto sería atenuado por la administración dietaria de (–)-epicatequina. 
3.3.10. Efecto de la (–)-epicatequina sobre las alteraciones inflamatorias en 
corteza renal de ratas con sobrecarga de fructosa 
 Para evaluar el estado inflamatorio a nivel tisular en este modelo de 
sobrecarga de fructosa se estudió la vía de señalización de NFκB y la expresión 
de moléculas cuyos genes son regulados por dicho factor de transcripción. 
 Se determinaron la expresión del receptor TLR4, el contenido y la 
activación por fosforilación de los diferentes componentes de la vía de 
señalización de NFκB en citoplasma y los niveles citoplasmáticos y nucleares de 
la subunidad p65 de NFκB. No se hallaron diferencias en los niveles de expresión 
de TLR4 entre los grupos experimentales (Figura 47). 
 
Figura 47. Expresión de TLR4 determinada por western blot en homogeneizados de 
corteza renal para los diferentes grupos experimentales. La fructosa se administró en el 
agua de bebida (10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta (20 mg/kg de 
peso corporal). Los valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo).  
El grupo FRU mostró niveles de expresión de IKKα similares a los de los 
grupos C y FRU+EC. Sin embargo, los niveles de fosforilación activadora en 
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FRU respecto a los otros grupos experimentales. En el grupo FRU se halló un 
aumento significativo en la fosforilación en Ser(32) de IκBα respecto a los grupos 
C y FRU+EC. En los grupos FRU y FRU+EC el contenido de este inhibidor de 
NFκB resultó significativamente menor con respecto al grupo C. Estos resultados 
indicarían la degradación vía proteosoma de IκBα en los dos grupos que 
recibieron la sobrecarga de fructosa. Se determinaron los niveles de p65, que no 
mostraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Sin 
embargo, el nivel de la fosforilación activadora en Ser(536) de esta subunidad 
de NFκB resultó significativamente mayor en el grupo FRU respecto a los grupos 
C y FRU+EC (Figura 48). La activación de esta vía de señalización en el grupo 
FRU podría asociarse a la mayor relación entre el contenido nuclear y 
citoplasmático de p65 en este grupo experimental respecto a los grupos C y 
FRU+EC (Figura 49). Estos resultados sugieren que en el grupo FRU hubo una 
mayor activación de la vía de señalización de NFκB en corteza renal 
independiente de la activación de los receptores TLR4 por su unión a LPS. Esta 







Figura 48. Expresión de IKKα (A), fosforilación en Ser(176/180) de IKKα/β (B), contenido 
de IκBα (C), fosforilación en Ser(32) de IκBα (D), contenido de p65 (E) y fosforilación en 
Ser(536) de p65 (F) determinados por western blot en homogeneizados de corteza renal 
para los diferentes grupos experimentales. La fructosa se administró en el agua de 
bebida (10% (p/v)) y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta (20 mg/kg de peso 
corporal). Los valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p 
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Figura 49. Contenido citoplasmático y nuclear de p65 determinados por western blot en 
fracciones citoplasmática y nuclear de homogeneizados de corteza renal para los 
diferentes grupos experimentales. La fructosa se administró en el agua de bebida (10% 
(p/v)) y la (–)-epicatequina se suministró en la dieta (20 mg/kg de peso corporal). Los 
valores se indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto 
al grupo C, #p < 0,05 respecto al grupo FRU. 
Las expresiones de las citoquinas proinflamatorias TNFα e IL-6 resultaron 
significativamente mayores en el grupo FRU respecto a los grupos C y FRU+EC 
(Figura 50). La expresión de iNOS, también regulada por NFκB, resultó 
significativamente mayor en este grupo experimental (Figura 41A, Sección 
3.3.7.1). Estos resultados concuerdan con la hipótesis de que la (–)-epicatequina 
tendría un efecto inhibitorio sobre la activación de NFκB, disminuyendo la 
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Figura 50. Expresiones de TNFα (A) y de IL-6 (B) determinadas por western blot en 
homogeneizados de corteza renal para los diferentes grupos experimentales. 
Microfotografías representativas de la expresión de IL-6 determinada por 
inmunohistoquímica en corteza renal (C) y su cuantificación (D) para los diferentes 
grupos experimentales. La fructosa se administró en el agua de bebida (10% (p/v)) y la 
(–)-epicatequina se suministró en la dieta (20 mg/kg de peso corporal). Los valores se 
indican como promedio ± ESM (n = 8 animales por grupo). *p < 0,05 respecto al grupo 
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 Muchos de los efectos beneficiosos de las frutas y hortalizas se atribuyen 
a su alto contenido de compuestos fenólicos y a la capacidad de éstos de atrapar 
radicales libres y/o secuestrar metales con capacidad de óxido-reducción 
(acciones antioxidantes directas). Como se explicó en la Sección 1.8., si bien 
las características químicas de estos compuestos les permiten actuar mediante 
acciones antioxidantes directas, la baja concentración alcanzada en plasma (en 
el orden micromolar) y en tejidos (en el orden nanomolar), haría que estas 
reacciones presenten poca relevancia fisiológica en la mayoría de los órganos. 
Excepcionalmente, en aquellos tejidos que están expuestos a altas 
concentraciones de compuestos fenólicos, como el tracto gastrointestinal, la 
acción antioxidante directa tendría mayores posibilidades de ocurrir (Fraga y col., 
2010; Galleano y col., 2010; Fraga, 2007). Dado que estos compuestos pueden 
interaccionar con proteínas y otras moléculas en forma más específica, se han 
propuesto otros mecanismos de acción in vivo para ejercer esta acción 
antioxidante (mecanismos antioxidantes indirectos) e incluso mecanismos no 
relacionados con efectos antioxidantes (Fraga y col., 2010).  
 Como se describió en la Sección 1.15., uno de los objetivos de esta tesis 
fue avanzar en el conocimiento de los mecanismos de acción in vivo mediante 
los cuales el flavanol (‒)-epicatequina aumenta la biodisponibilidad de NO y 
disminuye la producción de anión superóxido en corteza renal y su acción 
antiinflamatoria mediante la modulación de la vía de señalización del factor de 
transcripción NFκB, considerando que esta vía es fuertemente regulada por el 
balance oxidantes/antioxidantes celular (Kabe y col., 2005; Nakajima y Kitamura, 
2013).  
4.1. Cantidad de (‒)-epicatequina administrada 
 Los efectos beneficiosos de los flavonoides dietarios en patologías 
renales se han estudiado en diversos modelos animales, utilizando distintas vías 
de administración (oral o parenteral), diferentes esquemas de administración oral 
(en bolo o en la dieta) y en un amplio rango de cantidades y tiempos de 
administración. En los estudios presentados en esta tesis se administró (‒)-
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epicatequina en cantidades de 360 mg/kg de peso corporal/día (Estudio I), 80 
mg/kg de peso corporal/día (Estudio II) y 20 mg/kg de peso corporal/día 
(Estudio III). Estas cantidades de (‒)-epicatequina podrían considerarse altas 
cuando se las compara con el consumo diario de humanos basado en la dieta, 
que es de 0,25-0,42 mg/kg de peso corporal/día (Vogiatzoglou y col., 2015) que 
equivaldría a 1,5-2,6 mg/kg de peso corporal/día ajustado a la tasa metabólica 
de roedores (Reagan-Shaw y col., 2008). Sin embargo, debido al corto período 
de tiempo de los Estudios I y II, fue necesario administrar cantidades altas de 
(‒)-epicatequina para poder asociar el efecto modulador del metabolismo del 
anión superóxido y del óxido nítrico y el efecto antiinflamatorio con aspectos 
mecanísticos.  
 Para los experimentos de la Sección 3.3., cuando el período de 
tratamiento se extendió a 8 sem, la cantidad de (‒)-epicatequina administrada se 
disminuyó a 20 mg/kg de peso corporal/día en concordancia con el rango que se 
utiliza habitualmente en estudios de estas características con compuestos 
fenólicos puros (Hu y col., 2009, 2012; Zhang y col., 2012; Bettaieb y col., 2014; 
Litterio y col., 2015). 
 En relación con la toxicidad de la (‒)-epicatequina, si bien no hay en 
literatura trabajos que la evalúen, se han realizado estudios de toxicidad con 
otros flavonoides estructuralmente relacionados, como la isoquercetina 
(glucósido del flavonol quercetina) o con una mezcla de catequinas del té verde. 
En ambos trabajos se evaluó la toxicidad crónica en ratas. Los efectos adversos, 
como el aumento de enzimas hepáticas en suero, se observaron sólo cuando la 
cantidad del compuesto administrado superaba los 10 g/kg de dieta (Takami y 
col., 2008; Tamura y col., 2010). En consecuencia, aun la dieta con el contenido 
de (‒)-epicatequina más alto utilizada en esta tesis (4 g/kg de dieta) no produciría 
efectos tóxicos. 
 Por otro lado, en un estudio intervencional realizado por Ottaviani y col. 
(2015) se estudió la tolerancia y seguridad del consumo de (‒)-epicatequina en 
humanos. En este trabajo se administró una cápsula diaria conteniendo 2 g de 
flavanoles derivados del cacao a humanos sanos durante 12 sem La cantidad 
ingerida de (‒)-epicatequina resultó de 220 mg diarios, lo que representa 3,7 
mg/kg de peso corporal/día, consumo que resultó bien tolerado y no presentó 
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efectos adversos durante las 12 sem de intervención (Ottaviani y col., 2015). 
Ajustado a la tasa metabólica de ratas, la cantidad de (‒)-epicatequina utilizada 
en este estudio correspondería a una administración de 23 mg de (‒)-
epicatequina/kg de peso corporal/día durante 12 sem en ratas (Reagan-Shaw y 
col., 2008), valor similar al utilizado en el Estudio III (20 mg/kg de peso 
corporal/día).  
4.2. Posible acción de los metabolitos de la (‒)-epicatequina 
Luego de su ingesta, la (‒)-epicatequina es extensamente metabolizada, 
quedando sólo concentraciones muy bajas del compuesto original en sangre. En 
humanos se detectaron niveles menores a 500 nM de (‒)-epicatequina luego de 
la ingesta de un alimento con alto contenido de flavonoides (Rein y col., 2000). 
Por este motivo, es muy probable que los efectores moleculares de los beneficios 
observados sean metabolitos de la (‒)-epicatequina. Un caso bien estudiado es 
la inhibición de la NOX2 por los metabolitos 3’- y 4’-O-metil-(‒)-epicatequina en 
células endoteliales (Steffen y col., 2007). Luego de la ingesta de (‒)-
epicatequina, estos metabolitos son detectados en plasma tanto en humanos 
(Ottaviani y col., 2012; Actis-Goretta y col., 2012) como en ratas (Piskula y Terao, 
1998; Baba y col., 2001). 
4.3. Estudio I: Efecto de la (‒)-epicatequina sobre las alteraciones en el 
metabolismo del óxido nítrico y del anión superóxido en corteza renal de 
ratas tratadas con L-NAME 
En el Estudio I se evaluó el efecto de la (‒)-epicatequina sobre las 
alteraciones en el metabolismo del NO y del anión superóxido en corteza renal 
de ratas sometidas a la inhibición sistémica de la producción de NO. Para ello se 
utilizó un modelo de uso generalizado, en el que se administra a los animales L-
NAME, un inhibidor inespecífico de la NOS. La cantidad de L-NAME 
administrada en este estudio (40 mg/kg de peso corporal/día) se encuentra 
dentro del rango de las cantidades utilizadas en trabajos publicados por nuestro 
grupo y por otros grupos de investigación (Arnal y col., 1992; Kashiwagi y col., 
2000; Bernátová y col., 2002; Paulis y col., 2010; Litterio y col., 2012; Piotrkowski 
y col., 2015). Sin embargo, la duración del tratamiento fue notablemente más 
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corta que la utilizada por otros grupos (4 d vs. 4-12 sem). Este tratamiento de 
corta duración fue seleccionado con el objetivo de evaluar las modificaciones 
producidas durante los estadios tempranos del déficit de NO, sin que se generen 
los efectos que surgen a largo plazo, como por ejemplo la inflamación crónica 
(Kataoka y col., 2002; Ikeda y col., 2009) y la activación del sistema nervioso 
simpático (revisado en Sartori y col., 2005) y del sistema renina-angiotensina 
(Figueroa-Guillén y col., 2009; Rincón y col., 2015). 
4.3.1. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la presión arterial en ratas 
tratadas con L-NAME 
 La administración prolongada de L-NAME a ratas (4-12 sem de 
tratamiento) es un modelo altamente aceptado para el estudio de la hipertensión 
arterial, ya que genera disfunción endotelial y remodelamiento de las paredes 
vasculares (Paulis y col., 2008). El L-NAME incrementa la PAS como 
consecuencia de una disminución en la biodisponibilidad de NO en la 
vasculatura. Esto puede deberse a la inhibición de la actividad de la eNOS por 
el L-NAME (Bernátová y col., 1999; Paulis y col., 2008 y 2010) y al aumento en 
la producción de anión superóxido, posiblemente mediante una mayor 
expresión/actividad de las NOXs (Usui y col., 1999; Gómez-Guzmán y col., 2011) 
en la vasculatura. En un estudio de nuestro laboratorio, en el cual se utilizó el 
mismo modelo de administración de L-NAME que en esta tesis, de sólo 4 días 
de tratamiento, también se manifestaron alteraciones en los determinantes de la 
biodisponibilidad de NO en aorta de los animales tratados con L-NAME respecto 
a los animales controles en términos de: i) una disminución en la actividad de la 
NOS y ii) una mayor producción de anión superóxido asociado a un incremento 
de la expresión de p47phox en aorta (Litterio y col., 2012). Estos aspectos 
combinados serían responsables de la disminución de la biodisponibilidad de NO 
en la vasculatura, resultando en un aumento significativo en la PAS en los 
animales tratados con L-NAME en este tratamiento de duración relativamente 
corta. 
 En el trabajo anteriormente citado de Litterio y col. (2012) la administración 
dietaria de (‒)-epicatequina no sólo logró disminuir significativamente la PAS en 
ratas tratadas con L-NAME, sino que se demostró que este efecto es 
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dependiente de la dosis de (‒)-epicatequina y que luego de la remoción de ésta 
de la dieta, se registra nuevamente el aumento en la PAS en los animales 
tratados con L-NAME. Este efecto de la (‒)-epicatequina sobre la PAS se asoció 
a un aumento en la actividad de la NOS en aorta en los animales que recibieron 
la (‒)-epicatequina simultáneamente con L-NAME respecto a los animales 
tratados sólo con L-NAME (Litterio y col., 2012). Este resultado es consistente 
con la disminución en la PAS observada en este trabajo en los animales que 
recibieron la administración dietaria de (‒)-epicatequina junto con el L-NAME 
respecto al grupo experimental tratado sólo con L-NAME. Un posible mecanismo 
por el cual la (‒)-epicatequina podría contribuir a atenuar el incremento de la PAS 
inducido por el L-NAME podría estar dado por: i) el incremento en modificaciones 
posttraduccionales que aumentan la actividad de la eNOS en la vasculatura, 
como su fosforilación activadora en Ser(1177) (Ramirez-Sanchez y col., 2010; 
Gómez-Guzmán y col., 2011) y/o ii) la disminución en la producción de anión 
superóxido derivado de la actividad de la NOX, mediante la modulación de su 
actividad (Steffen y col., 2007) y/o de la expresión de sus subunidades en la 
vasculatura (Gómez-Guzmán y col., 2011; Litterio y col., 2012). 
4.3.2. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre el daño renal de ratas tratadas con 
L-NAME 
 El tratamiento con L-NAME generó aumentos en los niveles plasmáticos 
de urea y creatinina respecto a los animales controles, sugierendo alteraciones 
en la función renal. No se determinaron las concentraciones de estos 
compuestos en orina y por lo tanto no se determinó su depuración, ya que por la 
corta duración del tratamiento no fue posible la adaptación de los animales a las 
jaulas metabólicas. Resultados similares se han descripto en modelos de 
administración de L-NAME a ratas en tratamientos de mayor extensión (entre 2 
y 6 sem) (Cardoso y col., 2013; Rajeshwari y col., 2014; Rincón y col., 2015). 
Nuestro modelo, por lo tanto, pone en evidencia la manifestación de alteraciones 
renales en períodos muy tempranos de tratamiento. En este modelo de inhibición 
de la producción enzimática de NO mediante la administración de L-NAME, la 
hipótesis de trabajo fue que las alteraciones funcionales del riñón se relacionan 
con modificaciones en la biodisponibilidad de NO en este órgano. 
 106 
 
4.3.3. Hipótesis sobre la modulación de la biodisponibilidad de óxido nítrico 
 De acuerdo con lo analizado en la Sección 1.14.1., la concentración en 
estado estacionario del NO depende tanto de su producción enzimática como de 
su consumo, principalmente mediante su reacción con el anión superóxido. Por 
lo tanto, los efectos sobre la biodisponibilidad de NO observados en corteza renal 
podrían asociarse a: i) modificaciones en la producción enzimática de NO, ii) 
modificaciones en el consumo de NO mediante su reacción con anión superóxido 
o iii) a la concurrencia de ambos procesos.  
4.3.3.1. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la producción de óxido nítrico 
en corteza renal de ratas tratadas con L-NAME 
 En los animales tratados con L-NAME se detectó una menor actividad de 
la NOS en corteza renal respecto al grupo control, en concordancia con la función 
de la L-NNA derivada del L-NAME como inhibidor de la actividad de esta enzima. 
En la misma línea, trabajos previos de tratamientos con L-NAME observaron una 
menor actividad de la NOS en diversos tejidos (Javorková y col., 2003; 
Pechanova y col., 2006; Litterio y col., 2012; Piotrkowski y col., 2015). En nuestro 
trabajo, el grupo experimental que recibió (‒)-epicatequina simultáneamente con 
L-NAME mostró valores de actividad de la NOS similares al grupo control. A 
continuación, analizaremos las posibles causas de estas modificaciones 
teniendo en cuenta la actividad enzimática, la expresión proteica y las 
modificaciones posttraduccionales de la NOS. 
 Un posible mecanismo de acción de la (‒)-epicatequina para explicar el 
aumento en la actividad de la NOS sería el desplazamiento de la L-NNA de su 
sitio de unión a la enzima. En un trabajo realizado por nuestro grupo de 
investigación se determinaron las concentraciones plasmáticas de L-NNA y de 
(‒)-epicatequina en plasma bajo las mismas condiciones experimentales 
utilizadas en este trabajo de tesis. Las concentraciones plasmáticas de L-NNA 
en los grupos de animales tratados con L-NAME fueron de 39 - 50 μM (Litterio y 
col., 2012), resultando superiores a la concentración inhibitoria 50 (CI50) 
reportada para la unión de la L-NNA a la eNOS, que es de 3,5 μM (Mayer y col., 
1993). En los animales que recibieron dieta con (‒)-epicatequina las 
concentraciones plasmáticas de (‒)-epicatequina fueron de ≈ 9 μM (Litterio y col., 
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2012), resultando significativamente menores a la CI50 correspondiente a la 
inhibición de la eNOS por parte de este compuesto (500 μM) (Chiesi y Schwaller, 
1995). Por lo tanto, un efecto directo de la (‒)-epicatequina desplazando a la L-
NNA de su sitio de unión a la NOS es poco probable. 
 Otro aspecto por considerar es la expresión de las isoformas de la NOS. 
En el grupo de ratas tratadas con L-NAME se observó un aumento en la 
expresión de la nNOS en corteza renal, sin observarse cambios en la expresión 
de las demás isoformas de la NOS con respecto a los otros grupos 
experimentales. Este aumento en la expresión de la nNOS podría deberse a un 
efecto compensatorio ante: i) la menor actividad enzimática de la NOS y ii) el 
aumento en la producción de anión superóxido a nivel renal (que consume NO) 
en este grupo experimental. En concordancia con la normalización de los niveles 
de producción de NO y de anión superóxido en corteza renal, no se observaron 
incrementos en la expresión de la nNOS en el grupo LN+EC. 
 Con respecto a posibles modificaciones posttraduccionales que podrían 
ocurrir sobre la NOS, un efecto previamente observado de la (‒)-epicatequina es 
su capacidad de activar a la eNOS induciendo fosforilaciones y 
desfosforilaciones activadoras en esta isoforma. En células endoteliales in vitro, 
así como también en aorta y en corazón de modelos animales en los cuales la 
biodisponibilidad de NO está comprometida, el tratamiento con (‒)-epicatequina 
se asoció a las fosforilaciones activadoras en Ser(615), Ser(633) y Ser(1177) y 
a la desfosforilación activadora en Thr(495) de la eNOS (Ramirez-Sanchez y col., 
2010; Gómez-Guzmán y col., 2011; Ramirez-Sanchez y col., 2011, 2012; 
Piotrkowski y col., 2015; Ramírez-Sánchez y col., 2016). En este trabajo de tesis 
se evaluó la fosforilación activadora en Ser(1177) de la eNOS y, bajo nuestras 
condiciones experimentales, no se observaron cambios significativos en este 
parámetro. En futuros trabajos se deberán explorar otras formas de activación 
posttraduccionales de ésta y de las demás isoformas de la NOS que puedan 
explicar el aumento en la actividad enzimática observado en corteza renal de 
ratas tratadas con L-NAME que recibieron simultáneamente (‒)-epicatequina en 
la dieta respecto a las que sólo recibieron el tratamiento con L-NAME. 
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4.3.3.2. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre las alteraciones en la 
producción de anión superóxido en corteza renal de ratas tratadas con L-
NAME 
El otro aspecto de la hipótesis que estamos analizando es la 
sobreproducción de anión superóxido derivado de la actividad de la NOX, que 
contribuye a la disminución de la biodisponibilidad de NO. En el grupo L-NAME 
observamos un aumento significativo en la producción de anión superóxido en 
corteza renal respecto a los animales controles. Este efecto del L-NAME es un 
evento descripto en la literatura (Kitamoto y col., 2000; Litterio y col., 2012; 
Berkban y col., 2015; Piotrkowski y col., 2015), cuya causa aún no está 
claramente dilucidada. Entre las posibles causas estarían las alteraciones en la 
expresión proteica y modificaciones posttraduccionales de la NOX. En 
concordancia con trabajos previos realizados con ratas tratadas con L-NAME, el 
aumento en la producción de anión superóxido respecto al grupo control se 
asoció a una sobreexpresión de las subunidades p47phox y gp91phox de la NOX2 
(Zambrano y col., 2013; Rincón y col., 2015). Para los tres modelos estudiados 
en esta tesis se determinó la expresión de la subunidad p47phox de la NOX2, por 
lo tanto, la activación de esta isoforma de la NOX mediada por p47phox debería 
corroborarse por ensayos que permitan determinar el nivel de translocación de 
p47phox de citoplasma a membrana y/o evaluando los niveles de fosforilación 
activadora de esta subunidad de la NOX2. 
Adicionalmente, el tratamiento con L-NAME puede inducir la activación y 
expresión de las NOXs mediante la activación del sistema renina-angiotensina 
(Berkban y col., 2015; Rincón y col., 2015). Sin embargo, este efecto se observa 
cuando el déficit de NO ocurre a largo plazo (Kurtz y Wagner, 1998) y es poco 
probable en tratamientos cortos como el de este trabajo. Por lo tanto, el aumento 
en la expresión de la NOX observado no estaría mediado por el sistema renina-
angiotensina. Por otro lado, se sugirió que el aumento en la producción de anión 
superóxido podría generar un sistema de retroalimentación positivo induciendo 
vías de señalización sensib al balance oxidantes/antioxidantes, como las 
mediadas por las proteínas quinasas reguladas por señal extracelular (ERK)1/2, 
entre otras, que aumentan la expresión de las NOXs (Adachi y col., 2008; Caja 
y col., 2009; Gómez-Guzmán y col., 2011; Spadoni y col., 2015). 
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Por otro lado, se demostró que la actividad enzimática de las NOXs puede 
ser modulada por modificaciones posttraduccionales. Por ejemplo, el NO puede 
inhibir en forma reversible la actividad de las NOXs mediante S-nitrosilación 
como un mecanismo para mantener el balance entre los niveles de NO y de 
anión superóxido (Selemidis y col., 2007). Todas las isoformas de la NOX, con 
excepción de la NOX4, han demostrado ser susceptibles a este mecanismo de 
inhibición (Qian y col., 2012). En el caso particular de la NOX2, se ha postulado 
que la S-nitrosilación de p47phox interfiere en la activación de la enzima 
(Selemidis y col., 2007). Teniendo en cuenta estos antecedentes, la falta de 
inhibición de la NOX debido a la disminución de la biodisponibilidad de NO podría 
ser un factor que contribuya al aumento en la producción de anión superóxido en 
la corteza renal de ratas tratadas con L-NAME. 
En conjunto, los mecanismos involucrados en el efecto de la (‒)-
epicatequina disminuyendo la producción de anión superóxido (representativa 
de la actividad de la NOX) podrían ser: i) la reacción directa de la (‒)-epicatequina 
con el anión superóxido, reduciéndolo, ii) la inhibición de la actividad de la NOX2, 
iii) la inhibición de la expresión de las diferentes subunidades dela NOX2 y/o iv) 
el aumento en la producción enzimática de NO, que restablecería la inhibición a 
nivel posttraduccional de las NOXs por S-nitrosilación. A continuación, se 
discutirá cada una de las posibles opciones. 
 Con respecto a la reacción de la (‒)-epicatequina reduciendo al anión 
superóxido, este efecto antioxidante directo es poco probable, como se discutió 
en la Sección 1.11. Debido a las concentraciones micromolares y nanomolares 
alcanzadas por este compuesto en plasma y en tejidos respectivamente, se 
establece una situación cinéticamente desfavorable para dicha reacción, en 
comparación con otros antioxidantes que pueden realizar la misma acción y que 
están presentes en concentraciones superiores (Fraga, 2007; Galleano y col., 
2010). 
Por otro lado, se ha propuesto que la (‒)-epicatequina es capaz de inhibir 
la actividad de la NOX mediante la interacción directa de uno de sus metabolitos 
con la enzima. Se observó que la 3’-O-metil-(‒)-epicatequina, un metabolito 
presente en ratas (Okushio y col., 1999), posee características estructurales 
similares a las de la apocinina, un inhibidor típico de la NOX2 (Figura 51) y es 
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capaz de inhibir la actividad de esta isoforma de la NOX en ensayos realizados 
en cultivos celulares (Steffen y col., 2007). Por lo tanto, es factible una inhibición 
en la actividad de la NOX2 por interacción directa de este metabolito de la (‒)-
epicatequina con la enzima.  
 
Figura 51. Características estructurales de la apocinina y de la 3’-O-metil-(‒)-
epicatequina. Las áreas resaltadas indican las similitudes estructurales entre ambas 
moléculas asociadas a la actividad inhibitoria de la NOX2. Tomado de Fraga y col., 2010. 
De esta forma la (‒)-epicatequina, al disminuir la actividad de la NOX2, 
atenuaría la sobreproducción de anión superóxido inducida por el L-NAME en 
corteza renal. Como consecuencia, se disminuiría la activación de las diferentes 
vías de señalización sensibles al balance oxidante/antioxidante que inducen la 
expresión de las NOXs (Adachi y col., 2008; Gómez-Guzmán y col., 2011). 
Finalmente, la (‒)-epicatequina, al aumentar la producción enzimática de NO en 
corteza renal, contribuiría al proceso posttraduccional de inhibición de la NOX 
por S-nitrosilación. 
4.3.4. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre el daño oxidativo en corteza renal 
de ratas tratadas con L-NAME 
El aumento en la producción de anión superóxido en los animales tratados 
con L-NAME además de participar en la regulación de la biodisponibilidad de 
NO, se asocia a un conjunto de modificaciones en el metabolismo oxidativo en 
la corteza renal. Este aspecto se refleja en incrementos del contenido de MDA 
(indicador de oxidación lipídica) y de nitrotirosinas proteicas (marcador de 
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administración dietaria de (‒)-epicatequina. Estos resultados están en 
concordancia con trabajos previos, en los cuales el tratamiento con L-NAME 
generó un aumento en el daño oxidativo a biomoléculas, acompañado de 
alteraciones en las defensas antioxidantes enzimáticas y no enzimáticas a nivel 
renal (Cardoso y col., 2013; Rajeshwari y col., 2014; Rincón y col., 2015). Otra 
alteración en el metabolismo oxidativo observada en los animales tratados con 
L-NAME fue el aumento en la actividad de la enzima CAT y en la actividad y 
expresión de las enzimas GPx y Mn-SOD respecto al grupo control. El aumento 
en la actividad de CAT en el grupo L-NAME no se encuentra asociado a un 
aumento en su expresión. Esto sugiere que la mayor actividad de esta enzima 
podría deberse a modificaciones posttraduccionales como la fosforilación en 
sitios de activación específicos (Rhee y col., 2005). En nuestro trabajo, los 
animales que recibieron la administración de (‒)-epicatequina junto con el L-
NAME no manifestaron estas modificaciones, hipotéticamente debido al efecto 
inhibidor de la (‒)-epicatequina sobre la producción de anión superóxido y 
consecuentemente de peróxido de hidrógeno. 
Un efecto interesante es el incremento de peroxinitrito en condiciones de 
baja producción de NO, como es el tratamiento con L-NAME, sugiriendo que in 
vivo, en condiciones en las cuales hay un déficit de NO y una sobreproducción 
de anión superóxido, éste último sería el factor limitante en la generación de 
peroxinitrito (Zielonka y col., 2016). 
4.3.5. Integrando el efecto de la (‒)-epicatequina sobre la biodisponibilidad 
de NO en corteza renal de ratas tratadas con L-NAME 
Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en la Sección 3.1. 
sugieren que la administración de L-NAME genera una disminución en la 
biodisponibilidad de NO en corteza renal por efectos concurrentes sobre sus 
determinantes (producción enzimática de NO y producción de anión superóxido 
derivado de la actividad de la NOX). Paralelamente, el aumento en la producción 
de anión superóxido, junto con el peroxinitrito formado por la reacción del NO 
con esta especie radical, causarían el daño oxidativo a biomoléculas hallado 
(Figura 52B). La administración dietaria de (‒)-epicatequina en las ratas tratadas 
con L-NAME restableció los niveles fisiológicos de NO, al aumentar su 
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producción enzimática y disminuir la producción de anión superóxido derivado 
de la actividad de la NOX. Consecuentemente, se atenuó el daño oxidativo a 
biomoléculas en corteza renal (Figura 52C). Estos efectos de la (‒)-epicatequina 
restableciendo la biodisponibilidad normal de NO y previniendo o atenuando el 
daño oxidativo serían responsables de la mejora en los parámetros de función 



























Figura 52. Esquema de las posibles modificaciones en los determinantes de la 
biodisponibilidad de NO en el tratamiento con L-NAME en ausencia y en presencia de 
(‒)-epicatequina en corteza renal de rata. En condiciones fisiológicas, el NO derivado 
de la actividad de la NOS inhibe a la NOX mediante su S-nitrosilación, manteniendo la 
producción de anión superóxido controlada (A). El L-NAME inhibe la actividad de la 
NOS, generando un déficit de NO. En estas condiciones, disminuye la inhibición de la 
NOX por S-nitrosilación, aumentando su actividad y la consecuente producción de anión 
superóxido y sus consecuencias (B). La (‒)-epicatequina, al aumentar la producción 
enzimática de NO e inhibir la expresión/actividad de la NOX, restablecería las 
concentraciones de NO a valores similares a los fisiológicos, permitiendo la inhibición 
de la NOX por S-nitrosilación y manteniendo al mínimo la producción de anión 
superóxido (C).  
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4.4. Estudio II: Efecto de la (‒)-epicatequina sobre el estado inflamatorio 
inducido en corteza renal de ratas tratadas con LPS 
4.4.1. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre el daño renal en ratas tratadas con 
LPS 
 La administración ip de LPS es un modelo de endotoxemia ampliamente 
utilizado, variando el serotipo, la dosis y el tiempo de administración (Chen y col., 
2017; Huang y col., 2017; Santos y col., 2017; Zhang y col., 2017). Como 
consecuencia de la administración de LPS se inicia una respuesta inflamatoria 
generalizada que afecta a distintos órganos. Específicamente en riñón, se 
produce un daño agudo que involucra modificaciones hemodinámicas y 
proinflamatorias que pueden llevar a una pérdida de la capacidad de los riñones 
para eliminar normalmente los productos de degradación nitrogenados (Nair y 
col., 2014; Shih y col., 2016; Wang y col., 2016). 
 La función renal de las ratas tratadas con LPS se estimó a través de las 
concentraciones plasmáticas de urea y creatinina, que se encontraron 
aumentadas con respecto al grupo control. No se determinaron las 
concentraciones de estos compuestos en orina y por lo tanto no se determinó su 
depuración, ya que los animales sometidos a la administración de LPS 
presentaron anuria, en concordancia con lo previamente publicado (Johannes y 
col., 2009; Hao y col., 2010; Shih y col., 2016; Wang y col., 2016). La 
administración dietaria de (‒)-epicatequina fue efectiva en prevenir el daño en la 
función renal generado por el LPS, restableciendo las concentraciones de urea 
y creatinina plasmáticas a valores similares a los del grupo control. 
4.4.2. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la inflamación en corteza renal de 
ratas tratadas con LPS 
En este trabajo de tesis, en las ratas tratadas con LPS, las alteraciones 
funcionales presentes en el riñón se asociaron al desarrollo de procesos 
inflamatorios en la corteza renal evidenciados por un aumento en la expresión 
de la enzima iNOS, de las citoquinas proinflamatorias TNFα e IL-6 y del marcador 
de monocitos y macrófagos activados ED1. Ninguno de estos efectos se 
manifestó cuando se administró previamente (‒)-epicatequina en la dieta. 
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Trabajos previos realizados en cultivos celulares demostraron los efectos 
antiinflamatorios de la (‒)-epicatequina en varios modelos de inflamación 
inducida por diferentes estímulos. En cultivos de células Caco-2 la (‒)-
epicatequina previno la permeabilización de la barrera celular inducida por TNFα, 
en parte mediante la inhibición de la vía de señalización de NFκB (Contreras y 
col., 2015). Este trabajo mostró que en células previamente incubadas con (‒)-
epicatequina, se observaron disminuciones en las fosforilaciones de IKKα/β en 
Ser(176/180) y de IκBα en Ser(32) y en la translocación de p50 y p65 al núcleo 
inducidos por el estímulo con TNFα. En macrófagos RAW 264.7 estimulados con 
LPS, la preincubación con (‒)-epicatequina previno la producción de TNFα de 
manera dependiente de la dosis de este flavanol (Vazquez-Prieto y col., 2012). 
En células Jurkat T, la (‒)-epicatequina previno la activación de NFκB inducida 
por forbol-12-miristato-13-acetato (Mackenzie y col., 2004). A continuación, se 
discutirán los mecanismos por los cuales la (‒)-epicatequina podría ejercer este 
efecto.  
4.4.3. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la activación de la vía de 
señalización de NFκB en corteza renal de ratas tratadas con LPS 
Concurrentemente con las modificaciones funcionales e inflamatorias 
producidas por la administración de LPS, la vía de señalización de NFκB en la 
corteza renal resultó activada en el grupo LPS respecto a los otros grupos 
experimentales en términos de: i) mayores niveles de la fosforilación activadora 
en Ser(176/180) del dímero IKKα/β, ii) mayores niveles de la fosforilación en 
Ser(32) y  disminución en el contenido citoplasmático de IκBα, indicando la 
degradación vía proteosoma de dicho inhibidor, iii) aumento en el contenido de 
la subunidad p65 fosforilada en Ser(536) medida en citoplasma y iv) aumento en  
la relación entre el contenido nuclear y citoplasmático de p65. 
La familia de receptores TLR reconoce PAMPs en microorganismos 
patógenos, induciendo la activación canónica de NFκB mediante una sucesión 
de pasos que llevan a la activación de IKKα/β (revisado en Lawrence, 2009). 
Dentro de esta familia de receptores, el TLR4 es el principal receptor para el LPS 
en células de mamíferos (Chow y col., 1999) y está ampliamente distribuido en 
riñón (El-Achkar y col., 2006). En las ratas tratadas con LPS se observó un 
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incremento significativo en los niveles de expresión de TLR4 respecto al grupo 
control, que no se evidenció en los animales que recibieron la administración 
dietaria de (‒)-epicatequina previo a la administración de LPS. Estos resultados 
sugieren que el tratamiento con (‒)-epicatequina establece condiciones que 
evitan la sobreexpresión de TLR4 inducida por LPS y/o estimulan su 
degradación. En el caso de la (‒)-epicatequina, estos efectos aún no han sido 
previamente estudiados, pero extractos ricos en flavonoides han demostrado 
tener efectos sobre los niveles de TLR4 en tratamientos con LPS. La 
administración in vivo de un suplemento dietario de arándanos ejerció un efecto 
protector contra el daño renal inducido por LPS, inhibiendo la sobreexpresión de 
TLR4 en riñón de ratas (Nair y col., 2014). La preincubación de células naive 
THP-1 con extracto de Ginkgo biloba disminuyó significativamente la expresión 
constitutiva de TLR4 mediante la inhibición de la vía de señalización de ERK 1/2, 
que regula la expresión de este receptor. Por otro lado, la incubación con este 
extracto disminuyó la estabilidad del ARN mensajero de TLR4 mediante 
modificaciones posttranscripcionales (Lee y col., 2011). 
Algunos flavonoides aislados demostraron tener la capacidad de inhibir la 
activación de NFκB inducida por LPS, ejerciendo dicha inhibición a diferentes 
niveles de esta vía de señalización. Así, la quercetina y la luteolina suprimieron 
la degradación de IκBα en monocitos activados por LPS (Kaneko y col., 2008), 
la baicaleina disminuyó significativamente la degradación de este inhibidor de 
NFκB, la unión de dicho factor de transcripción a su ADN consenso y la expresión 
de la iNOS en macrófagos RAW 264.7 estimulados con LPS (Cheng y col., 
2007). En células dendríticas derivadas de macrófagos estimuladas con LPS, la 
genisteína incrementó los niveles de la proteína p53, cuya sobreexpresión 
bloquea la transcripción de los genes dependientes de NFκB (Dijsselbloem y col., 
2007). Si bien estos resultados sugieren sitios de acción específicos para los 
distintos compuestos, en ninguno de estos trabajos se determinó la expresión de 
TLR4 en los sistemas estudiados. Por lo tanto, no es posible descartar que el 
efecto inhibidor de la vía de señalización de NFκB sea a nivel de este receptor y 




4.4.4. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la expresión y actividad de la 
NADPH oxidasa en corteza renal de ratas tratadas con LPS 
En la corteza renal de las ratas tratadas con LPS se evidenció una mayor 
producción de anión superóxido, asociada con un aumento en la infiltración de 
macrófagos y con una mayor expresión de las subunidades p47phox y gp91phox de 
la NOX2 respecto al grupo control. Paralelamente, se manifestó una mayor 
expresión de NOX4. Numerosos trabajos demostraron que el LPS induce la 
activación de las NOXs, aun cuando los mecanismos moleculares responsables 
de este efecto no hayan sido fehacientemente establecidos (Check y col., 2010; 
Toral y col., 2016). Un posible mecanismo de activación de la NOX2 es a través 
de múltiples fosforilaciones activadoras de p47phox, en las que participan 
diferentes quinasas reguladas por la enzima fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) 
(Qin y col., 2004; Lin y col., 2006; Check y col., 2010). Se ha demostrado además 
que el TNFα induce la activación de p47phox mediante la fosforilación de esta 
subunidad de la NOX2 (Frey y col., 2002; Gertzberg y col., 2004; Tojo y col., 
2005). En el caso de la NOX4, se ha demostrado una interacción directa entre 
TLR4 y la región COOH terminal de esta isoforma de la NOX, que contribuye 
tanto a la activación de la enzima como de la vía de señalización de NFκB. Un 
estudio demostró que el silenciamiento del gen que codifica para NOX4 inhibió 
la activación de NFκB inducida por LPS en células de riñón embrionarias 
humanas HEK293T sugiriendo que, en estas células, la actividad de la NOX4 es 
necesaria para la activación de NFκB inducida por LPS, aunque aún no se ha 
dilucidado el mecanismo involucrado (Park y col., 2004). Por otro lado, ensayos 
de transfección utilizando el gen reportero luciferasa demostraron que los 
promotores de los genes que codifican para gp91phox, p22phox, NOX1 y NOX4 
contienen sitios de unión para NFκB y que su expresión es activada por este 
factor de transcripción (Anrather y col., 2006; Manea y col., 2007 y 2010). En 
conjunto, estos resultados sustentan la hipótesis de la inducción de la expresión 
y activación de la NOX2 y de la expresión de la NOX4 mediadas por NFκB y 
TNFα en corteza renal de ratas tratadas con LPS. Cabe destacar que la mayor 
infiltración de macrófagos en corteza renal, evidenciada por la mayor expresión 
de ED1 en las ratas tratadas con LPS, estaría contribuyendo a la sobreexpresión 
de las subunidades de la NOX2 detectada en este grupo experimental. 
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En este trabajo de tesis, la administración dietaria de (‒)-epicatequina 
logró disminuir significativamente la producción de anión superóxido 
dependiente de NADPH y, concurrentemente, evitar la sobreexpresión de la 
subunidad NOX4 y de la subunidad p47phox de la NOX2 inducidas por la 
administración de LPS. Estos resultados confirman el efecto modulador de la (‒)-
epicatequina sobre la actividad y expresión de las NOXs. Los posibles 
mecanismos involucrados incluyen los ya mencionados en la Sección 4.3.3.2.: 
i) la inhibición de la actividad de la NOX2 por la interacción directa del metabolito 
3’-O-metil-(‒)-epicatequina con esta enzima, ii) la inhibición de vías de 
señalización sensibles al balance oxidantes/antioxidantes que inducen la 
expresión de la NOX, como consecuencia de la inhibición de la producción de 
anión superóxido derivado de la actividad de la NOX y iii) el aumento en la 
producción enzimática de NO, que contribuiría a la inhibición posttraduccional de 
la NOX por S-nitrosilación. Adicionalmente, otro mecanismo operativo en este 
modelo incluiría la inhibición de la vía de señalización de NFκB, que conduciría 
a la menor expresión de TNFα, capaz de activar a la NOX2. 
4.4.5. Otros aspectos del metabolismo oxidativo 
Si bien el objetivo de este estudio fue analizar el efecto de la (‒)-
epicatequina sobre la respuesta inflamatoria inducida por la administración de 
LPS, se analizaron algunos aspectos del metabolismo oxidativo. Además del 
incremento en la producción de anión superóxido y en la expresión de la 
subunidad NOX4 y de las subunidades p47phox y gp91phox de la NOX2, la 
administración de LPS generó alteraciones en el metabolismo oxidativo a nivel 
de la corteza renal, en términos de: i) aumento en la actividad de la enzima GPx 
y ii) daño oxidativo a lípidos, evidenciado por un aumento en los niveles de MDA. 
La administración dietaria de (‒)-epicatequina resultó efectiva en evitar la 
sobreactivación de la GPx posiblemente debido al control en la producción de 
anión superóxido y consecuentemente de su sustrato peróxido de hidrógeno, 
restableciendo la actividad de esta enzima en el grupo tratado con LPS y (‒)-
epicatequina a niveles similares a los del grupo control. Asimismo, en el grupo 
de ratas que recibió la (‒)-epicatequina dietaria previo a la administración de 
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LPS, la menor producción de anión superóxido se tradujo en una disminución 
significativa en los niveles de MDA respecto al grupo tratado sólo con LPS. 
4.4.6. Integrando el efecto antiinflamatorio de la (‒)-epicatequina en corteza 
renal de ratas tratadas con LPS. 
Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en la Sección 3.2. indican 
que la administración de LPS genera la activación de la vía de señalización de 
NFκB en corteza renal de rata inducida por el aumento en la expresión y 
activación de TLR4 por su unión a LPS (Küper y col., 2012). La mayor expresión 
y actividad de las NOXs en este modelo experimental contribuiría a la activación 
de la vía de señalización de NFκB mediada por la mayor producción de EAO 
derivada de su actividad (Kono y col., 2000; Brar y col., 2002; Piao y col., 2005; 
Udwan y col., 2016). A su vez, la activación de NFκB estaría contribuyendo al 
aumento en la transcripción de la NOX4 y de las subunidades p47phox y gp91phox 
de la NOX2 (Anrather y col., 2006; Manea y col., 2007 y 2010), mientras que el 
aumento en la expresión de TNFα estimularía la activación de la NOX2 mediante 
su activación por fosforilación de p47phox (Frey y col., 2002; Gertzberg y col., 
2004; Tojo y col., 2005) (Figura 53A). Por lo tanto, la activación de la vía de 
señalización de NFκB generaría un sistema de retroalimentación positiva al 
aumentar la expresión y/o actividad de las NOXs, las cuales generan EAO que 
contribuyen a la activación de esta vía de señalización. 
La administración dietaria de (‒)-epicatequina logró atenuar la activación 
de la vía de señalización de NFκB, las expresiones de iNOS, TNFα e IL-6 y la 
producción de anión superóxido derivado de la actividad de la NOX, así como 
también las expresiones de la subunidad NOX4 y de las subunidades p47phox y 
gp91phox de la NOX2 en ratas tratadas con LPS. Los posibles mecanismos a 
través los cuales la (‒)-epicatequina podría inhibir la vía de señalización de NFκB 
inducida por LPS en corteza renal de rata incluyen: i) la inhibición en la expresión 
y/o actividad de la NOX, disminuyendo la producción de anión 
superóxido/peróxido de hidrógeno derivada de su actividad, que tienen la 
capacidad de activar la vía de señalización de NFκB, y/o ii) la inhibición de la 
expresión o el aumento de la degradación de los TLR4. Consecuentemente, la 
inhibición de NFκB disminuiría: i) la expresión de las subunidades de las NOXs 
 120 
 
cuya transcripción es controlada por este factor de transcripción y ii) la activación 
de la NOX2 mediada por TNFα (Figura 53B). 
 
Figura 53. Esquema de los efectos de la administración de LPS en corteza renal de rata 
en ausencia y en presencia de (‒)-epicatequina. La unión del LPS a los receptores TLR4 
activa la vía de señalización de NFκB, promoviendo la transcripción génica de las 
diferentes subunidades de las NOXs y de moléculas proinflamatorias. La unión LPS-
TLR4 activaría a las NOXs por mecanismos moleculares aún no dilucidados. 
Finalmente, las EAO derivadas de la actividad de las NOXs activarían la vía de 
señalización de NFκB (A). En presencia de (‒)-epicatequina, se propone que la 
inhibición de la vía de señalización de NFκB sería a través de: i) la inhibición de la unión 
LPS-TLR4, ii) la inhibición de la expresión de TLR4, iii) el aumento en la degradación de 
su ARN mensajero y/o iv) la inhibición de la expresión y/o actividad de las NOXs, 
disminuyendo de esta manera la producción de EAO que contribuyen a la activación de 
esta vía (B). 
4.5. Alteraciones oxidativas, en la biodisponibilidad del NO e inflamatorias 
en corteza renal de ratas con sobrecarga de fructosa. Efecto de la 
administración dietaria de (‒)-epicatequina 
4.5.1. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre las alteraciones metabólicas 
inducidas por la sobrecarga de fructosa en ratas 
  Entre las principales fuentes de fructosa en la dieta humana se 
encuentran la sacarosa y el jarabe de maíz con alto contenido de fructosa (high 
fructose corn syrup, HFCS), un endulzante ampliamente utilizado en la industria 
alimentaria (Basciano y col., 2005). Las bebidas gasificadas no alcohólicas y los 
jugos de fruta son los productos con mayor contenido de HFCS de nuestra dieta 
(Walker y col., 2014). Recientemente, varias organizaciones científicas y de la 




































un 10% de las calorías totales consumidas (revisado en Rippe y Marcos, 2016). 
El consumo de bebidas endulzadas con HFCS se asocia a un mayor desarrollo 
de obesidad en niños (Welsh y col., 2005), a un aumento en los factores de riesgo 
cardiovasculares y al síndrome metabólico en personas de mediana edad 
(Dhingra y col., 2007; Vartanian y col., 2007). Tanto en humanos como en 
modelos animales, una dieta alta en fructosa induce alteraciones metabólicas 
como hipertrigliceridemia, resistencia a la insulina e hipertensión (Havel, 2005; 
Lê y Tappy, 2006; Johnson y col., 2007; Segal y col., 2007; Stanhope y Havel, 
2008; Sobrecases y col., 2010; Bettaieb y col., 2014). 
La fructosa es un compuesto altamente lipogénico debido a que, producto 
de su metabolismo hepático, genera sustratos para la síntesis de novo de lípidos 
(Stanhope y col., 2013) e induce la expresión de enzimas lipogénicas en el 
hígado (Tappy y Lê, 2010). El incremento de la lipogénesis hepática, en 
combinación con la disminución de la absorción de triglicéridos por los tejidos 
periféricos, constituyen mecanismos a través de los cuales la fructosa induce 
hipertrigliceridemia (Samuel, 2011).  
En este trabajo de tesis, el aumento en los triglicéridos plasmáticos 
inducido por la sobrecarga de fructosa se manifestó sólo parcialmente en el 
grupo que recibió (‒)-epicatequina dietaria simultáneamente con la fructosa. 
Existe evidencia de la capacidad de la (‒)-epicatequina (1 mg/kg de peso 
corporal 30 min antes de la ingesta alimentaria) de evitar el incremento en los 
triglicéridos plasmáticos postprandiales tanto en humanos sanos como en 
sujetos obesos (Gutiérrez-Salmeán y col., 2014).  En sujetos con 
hipertrigliceridemia, a los que se les administraron cápsulas con 50 mg de (‒)-
epicatequina 30 min antes de las 2 comidas principales durante 4 sem, también 
se registró una disminución en los niveles de triglicéridos plasmáticos 
postprandiales (Gutiérrez-Salmeán y col., 2016). Uno de los mecanismos 
propuestos por el cual la (‒)-epicatequina podría ejercer este efecto sería 
mediante la activación de la proteína quinasa activada por 5’ adenosina 
monofosfato (AMPK) (Si y col., 2011; Papadimitriou y col., 2014), un sensor 
metabólico central que incrementa la oxidación de lípidos e inhibe su síntesis 
hepática (Henriksen y col., 2013). Esta enzima inhibe la síntesis de triglicéridos 
mediante: i) la inhibición de la enzima glicerol-3-fosfato aciltransferasa, 
 122 
 
involucrada en la síntesis de triglicéridos (Coleman y Lee, 2004; Cao y col., 2006) 
y ii) el aumento de la velocidad de oxidación de ácidos grasos libres (Muoio y 
col., 1999). 
Si bien en este trabajo no se midieron las concentraciones plasmáticas de 
colesterol HDL y LDL, en un estudio realizado bajo las mismas condiciones 
experimentales que en el presente trabajo se evidenció un aumento significativo 
en los niveles plasmáticos de colesterol LDL en el grupo tratado con fructosa 
respecto al grupo control, sin variaciones en los niveles plasmáticos de colesterol 
HDL entre estos grupos experimentales. En las ratas que recibieron la 
administración dietaria de (‒)-epicatequina simultáneamente con la fructosa, no 
sólo los niveles plasmáticos de colesterol LDL fueron similares a los del grupo 
control, sino que además se evidenció un aumento significativo de los niveles 
plasmáticos de colesterol HDL respecto a los grupos control y tratado con 
fructosa (Bettaieb y col., 2014). Estos resultados refuerzan la hipótesis de la 
capacidad de la (‒)-epicatequina de regular el metabolismo lipídico y atenuar la 
dislipidemia generada por el desbalance nutricional debido a la sobrecarga de 
fructosa. 
 En concordancia con trabajos previos, bajo nuestras condiciones 
experimentales no se evidenciaron variaciones en los niveles plasmáticos de 
glucosa en ayunas entre el grupo tratado con fructosa y el grupo control 
(Sánchez-Lozada y col., 2007; Xi y col., 2007; Bettaieb y col., 2016). Si bien en 
el estudio realizado por Bettaieb y col. (2014) anteriormente citado, las 
concentraciones plasmáticas de glucosa postprandial resultaron similares entre 
los grupos experimentales, en el grupo tratado con fructosa las concentraciones 
plasmáticas de insulina resultaron superiores a las del grupo control y del grupo 
que recibió la (‒)-epicatequina dietaria junto con la fructosa. Esto indica que, en 
el grupo tratado sólo con fructosa, se requirió una mayor concentración de 
insulina para mantener los niveles de glucosa similares a los del grupo control, 
sugiriendo una sensibilidad a la insulina disminuida por el tratamiento con 
fructosa. En el grupo que recibió la administración dietaria de (‒)-epicatequina 
junto con la fructosa se observó una disminución significativa en los niveles de 
insulina requeridos para mantener estos niveles de glucosa. En este mismo 
trabajo se estudió la vía de señalización de la insulina en hígado y en tejido 
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adiposo, hallándose alteraciones en esta cascada de señalización en el grupo 
tratado con fructosa respecto al grupo control. Estas alteraciones no se 
manifestaron en el grupo que recibió la administración dietaria de (‒)-
epicatequina junto con la fructosa (Bettaieb y col., 2014). En conjunto, estos 
resultados sugieren que, en este modelo de sobrecarga de fructosa en ratas, 
aunque no evidenciado en los niveles de glucemia postprandial o en ayunas, se 
generan alteraciones en la vía de señalización de la insulina al menos en hígado 
y en tejido adiposo, lo cual se traduce en una disminución de la sensibilidad a la 
insulina (Bettaieb y col., 2014). En tratamientos más extensos o con mayor 
cantidad de fructosa administrada en la dieta a ratas se observaron mayores 
niveles plasmáticos tanto de glucosa como de insulina en el grupo tratado con 
fructosa respecto del grupo control, sugiriendo que la sobrecarga de fructosa en 
forma sostenida tiene la potencialidad de generar disfunción beta pancreática 
además de resistencia a la insulina (Yadav y col., 2007; Ibrahim y col., 2015; 
Tranchida y col., 2015; Huang y col., 2016; Incir y col., 2016). 
En este trabajo de tesis, en los grupos experimentales que recibieron la 
solución de fructosa se registró un mayor consumo de bebida respecto al grupo 
control, posiblemente debido a la alta palatabilidad de la fructosa (Sclafani y 
Ackroff, 1994). Se propuso que en mamíferos, los receptores para el sabor dulce 
evolucionaron ancestralmente en ambientes pobres en azúcares, de manera tal 
que bebidas ricas en azúcar generarían a nivel cerebral una señal de 
recompensa y disminuirían el consumo de alimento (Lenoir y col., 2007). En 
efecto, el mayor consumo de la solución de fructosa fue acompañado por una 
menor ingesta de dieta sólida, posiblemente debido a la sensación de saciedad 
producido por la bebida (Zhao y col., 2003), o debido a una estrategia para 
compensar el mayor consumo calórico debido a la ingesta de fructosa en el agua 
de bebida (Kizhner y Werman, 2002). Estas variaciones en la dieta no generaron 
diferencias en la ingesta energética total entre los grupos experimentales, como 
muestra la Tabla 8 de la Sección 3.3.1.  
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4.5.2. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre el aumento en la presión arterial 
en ratas con sobrecarga de fructosa 
En este trabajo se evidenció un aumento de la PAS en el grupo de ratas 
tratadas con fructosa respecto al grupo control. La activación del sistema 
nervioso central simpatico (Verma y col., 1999), del sistema renina-angiotensina 
(Mayer y col., 2008) y la disfunción endotelial (Nagareddy y col., 2012; Amin y 
Gilani, 2013; Boa y col., 2015) son mecanismos que vinculan la sobrecarga de 
fructosa con el aumento en la PAS. En particular, la disfunción endotelial 
generada en modelos animales de sobrecarga de fructosa está asociada a una 
menor biodisponibilidad de NO a nivel vascular producto de una mayor 
producción de anión superóxido derivado de la actividad de la NOX (Litterio y 
col., 2015). 
El efecto de la (‒)-epicatequina previniendo o atenuando el aumento en la 
PAS inducido por el tratamiento de fructosa evidenciado en la Sección 3.3.2. 
tiene un importante apoyo en los resultados de un meta-análisis sobre los efectos 
del consumo de cacao en humanos, en el que la reducción de la PAS 
correlaciona con la cantidad de (‒)-epicatequina ingerida (Ellinger y col., 2012). 
Estudios realizados en modelos animales en los que la biodisponibilidad de NO 
está comprometida demostraron la capacidad de la (‒)-epicatequina de 
aumentar la actividad de la NOS y de disminuir la producción de anión 
superóxido derivado de la actividad de la NOX en la vasculatura, aumentando la 
biodisponibilidad de NO y favoreciendo la vasorelajación (Gómez-Guzmán y col., 
2012; Litterio y col., 2012 y 2015). 
4.5.3. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre el daño renal en ratas con 
sobrecarga de fructosa 
 Tanto en humanos como en animales de experimentación, el consumo 
excesivo de fructosa genera a nivel renal acumulación de lípidos, inflamación y 
daño tubulointersticial, además de aumentar la excreción urinaria de proteínas y 
afectar la función renal (Gersch y col., 2007; Hu y col., 2009; Johnson y col., 
2010; Tappy y Lê, 2010; Bjornstad y col., 2015). 
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 Bajo nuestras condiciones experimentales no se evidenciaron 
alteraciones en las concentraciones de ácido úrico, urea o creatinina en plasma 
en las ratas tratadas con fructosa respecto al grupo control. Estos resultados 
sugieren que la capacidad renal de excreción de desechos nitrogenados no se 
encontraría alterada. Las concentraciones urinarias de creatinina fueron 
mayores en las ratas tratadas con fructosa respecto a los animales controles, y 
en consecuencia la depuración de creatinina fue mayor. Este incremento en la 
depuración de creatinina indicaría una incipiente condición de hiperfiltración 
glomerular generada por el elevado consumo de fructosa en este grupo 
experimental (Manitius y col., 1995; Kizhner y Werman, 2002). 
 Durante su metabolismo hepático, la fructosa es rápidamente fosforilada 
por la fructoquinasa para generar fructosa-1-fosfato. La falta de regulación de 
este paso del metabolismo hepático de la fructosa genera una disminución 
drástica de los niveles intracelulares de fosfato, resultando en la estimulación de 
la enzima adenosina desaminasa, que cataliza la desaminación de la adenosina 
en inosina, sustrato para la síntesis de ácido úrico. Por lo tanto, como 
consecuencia del metabolismo hepático de la fructosa, se generaría un aumento 
de ácido úrico en plasma (Abdelmalek y col., 2012). En este trabajo de tesis en 
el grupo experimental tratado con fructosa se hubiese esperado hallar una mayor 
concentración plasmática de ácido úrico respecto al grupo control. Sin embargo, 
bajo nuestras condiciones experimentales no se hallaron variaciones en los 
niveles de ácido úrico entre los diferentes grupos experimentales. Este resultado 
podría explicarse por la presencia en ratas de la enzima uricasa que degrada el 
ácido úrico a alantoína, manteniendo relativamente bajos los niveles plasmáticos 
de ácido úrico (Toblli y col., 2008). De hecho, en animales tratados con fructosa, 
los niveles plasmáticos de ácido úrico no se diferenciaron de los animales 
controles cuando se midieron luego de 12 h de ayuno, como se realizó en este 
trabajo y en otros (Gersch y col., 2007; Singh y col., 2008), o inclusive luego de 
un ayuno de 4 h (Nakayama y col., 2010) o sin ayuno previo (Shapiro y col., 
2008). En humanos, dado que no presentan actividad de uricasa, los niveles de 




 El tratamiento con fructosa generó una mayor proteinuria. Esta condición 
podría asociarse al daño renal establecido por este tratamiento, como el 
desarrollo de fibrosis tanto intersticial como perivascular y la pérdida de proteínas 
específicas de podocitos, evidenciados por las tinciones histológicas y ensayos 
inmunohistoquímicos (Secciones 3.3.5. y 3.3.6.). El daño renal fue atenuado en 
el grupo que recibió (‒)-epicatequina junto con la solución de fructosa. La 
disminución en la fibrosis podría deberse a la atenuación de la condición 
proinflamatoria que se muestra en la Sección 3.3.10. y que será discutida en 
particular más adelante. Adicionalmente, el efecto protector de la (‒)-
epicatequina sobre los podocitos podría relacionarse a otros mecanismos que 
ocurren paralelamente a la acción antiinflamatoria, como la regulación de la vía 
de señalización de la insulina. Se ha demostrado que el consumo de fructosa 
genera daño a nivel de los podocitos debido a la inhibición de la vía de 
señalización de la insulina (Fan y col., 2014; Ding y col., 2015) y que la (‒)-
epicatequina mejora la señalización de la insulina en hígado y en tejido adiposo 
de ratas con sobrecarga fructosa en un modelo idéntico al estudiado en este 
trabajo (Bettaieb y col., 2014). Por lo tanto, es posible que la atenuación del daño 
a podocitos observado en el grupo que recibió el tratamiento con (‒)-
epicatequina junto con la fructosa se origine por efectos similares a nivel renal. 
Estas mejoras en los parámetros de daño renal observados en el grupo 
tratado con (‒)-epicatequina podrían atribuirse también a la normalización de los 
niveles fisiológicos de NO mediante el aumento en la actividad de la NOS y la 
disminución en los niveles de anión superóxido derivados de la actividad de la 
NOX, que genera daño a podocitos en roedores (Oudot y col., 2013). 
4.5.4. Hipótesis sobre la modulación de la biodisponibilidad de óxido nítrico 
 De acuerdo con lo analizado en la Sección 1.14.1., la concentración en 
estado estacionario del NO depende tanto de su producción enzimática como de 
su consumo, principalmente mediante su reacción con el anión superóxido. Por 
lo tanto, los efectos sobre la biodisponibilidad de NO observados en corteza renal 
podrían asociarse a: i) modificaciones en la producción enzimática de NO, ii) 
modificaciones en el consumo de NO mediante su reacción con anión superóxido 
o iii) a la concurrencia de ambos procesos.  
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4.5.4.1. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la producción de óxido nítrico 
en corteza renal de ratas con sobrecarga de fructosa 
 En los animales tratados con fructosa se detectó mayor actividad de la 
NOS en corteza renal respecto al grupo control, asociada incrementos en la 
expresión de la iNOS y a mayores niveles en la fosforilación activadora en 
Ser(1177) de la eNOS en comparación con el grupo control. Estas 
modificaciones en la expresión de iNOS y en la fosforilación activadora en 
Ser(1177) de la eNOS podrían deberse a un efecto compensatorio ante el 
aumento en la producción de anión superóxido a nivel renal (que consume NO) 
en este grupo experimental.  
En el grupo experimental que recibió la administración dietaria de (‒)-
epicatequina junto con la sobrecarga de fructosa, el aumento en la actividad de 
la NOS fue aun mayor al del grupo tratado sólo con fructosa, asociándose a un 
incremento en la expresión de la nNOS respecto al grupo tratado con fructosa y 
a mayores niveles en la fosforilación activadora en Ser(1177) respecto al grupo 
control.  
4.5.4.2. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre las alteraciones en la 
producción de anión superóxido en corteza renal de ratas con sobrecarga 
de fructosa 
En forma análoga a lo planteado previamente en la Sección 4.3.3.2., el 
otro aspecto de la hipótesis que estamos analizando es la sobreproducción de 
anión superóxido derivado de la actividad de la NOX, que contribuye a la 
disminución de la biodisponibilidad de NO. 
En los animales tratados con fructosa observamos un aumento 
significativo en la producción de anión superóxido en corteza renal respecto a 
los animales controles. Tanto el incremento de la producción de anión superóxido 
como el daño oxidativo a biomoléculas observado en los animales del grupo 
tratado con fructosa concuerdan con trabajos previos, en los que se observaron 
efectos similares en riñón (Hu y col., 2012; Oudot y col., 2013) y en otros tejidos 
de ratas con sobrecarga de fructosa (Bettaieb y col., 2014; Cheng y col., 2014; 
Litterio y col., 2015). Un mecanismo propuesto podría ser el aumento en la 
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expresión y actividad de las NOXs, una de las principales fuentes enzimáticas 
de anión superóxido y peróxido de hidrógeno en el riñón (Gill y Wilcox, 2006).  
En este trabajo, el tratamiento con fructosa generó un incremento en la 
expresión de la subunidad NOX4 y de las subunidades gp91phox y p47phox de la 
NOX2. Este efecto de la fructosa podría estar asociado a la activación de 
diferentes mecanismos que inducen un aumento en la expresión y/o actividad de 
la NOX, entre ellos: i) la activación del sistema renina-angiotensina (Giacchetti y 
col., 2000), ii) la estimulación de la enzima PKC, inducida por el aumento de la 
síntesis de novo de diacilglicerol (Inoguchi y col., 2000) y/o iii) la activación de 
NFκB (Bettaieb y col., 2014; Padiya y col., 2014). 
La administración dietaria de (‒)-epicatequina atenuó la producción de 
anión superóxido en las ratas tratadas con fructosa, alcanzando valores similares 
a los del grupo control. Como se mencionó anteriormente, debido a la 
concentración submicromolar que la (‒)-epicatequina alcanza en plasma y en 
tejidos (Actis-Goretta y col., 2012; Ottaviani y col., 2012), se espera que el efecto 
preventivo de este compuesto sobre la producción de anión superóxido se ejerza 
mediante mecanismos indirectos a nivel de la corteza renal. En este contexto, la 
administración dietaria de (‒)-epicatequina atenuó la expresión de p47phox, 
subunidad activadora de la NOX2, acción que podría resultar en la normalización 
de la producción de anión superóxido derivado de la actividad de la NOX2. Cabe 
señalar que tanto el tratamiento con fructosa como la administración de LPS, 
generaron un aumento en la expresión de la subunidad catalítica de la NOX2, 
gp91phox, que no pudo ser atenuado por el tratamiento con (‒)-epicatequina, 
sugiriendo que el efecto regulador de la misma sería exclusivamente sobre la 
modulación de la expresión de p47phox (Secciones 3.2.4. y 3.3.7.2.).  
En conjunto, los mecanismos involucrados en el efecto de la (‒)-
epicatequina sobre la producción de anión superóxido (representativa de la 
actividad de la NOX) incluyen: i) la inhibición de la actividad de la NOX2 por 
acción del metabolito 3’-O-metil-(‒)-epicatequina, ii) la inhibición de la expresión 
de la subunidad activadora p47phox de la NOX2 y/o iii) el aumento en la 
producción enzimática de NO, que restablecería la inhibición a nivel 
posttraduccional de las NOXs por S-nitrosilación.  
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4.5.4.3. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre el metabolismo oxidativo y el 
daño oxidativo en corteza renal de ratas con sobrecarga de fructosa 
El aumento en la producción de anión superóxido en los animales que 
recibieron la sobrecarga de fructosa, además de participar en la regulación de la 
biodisponibilidad de NO, se asocia a un conjunto de modificaciones en el 
metabolismo oxidativo en corteza renal. Este aspecto se refleja en un incremento 
en el daño oxidativo a lípidos (contenido de TBARS) y proteínas (contenido de 
nitrotirosinas proteicas y complejos 4-HNE proteicos) que fue atenuado por la 
administración dietaria de (‒)-epicatequina (Sección 3.3.9.).  
Debido a su importante papel en vías de señalización, la producción de 
anión superóxido está rigurosamente regulada para prevenir la oxidación 
exacerbada de componentes celulares. Por lo tanto, las concentraciones en 
estado estacionario de anión superóxido y de peróxido de hidrógeno están 
fuertemente reguladas (Buetler y col., 2004). El aumento en la actividad y 
expresión de la enzima Cu/Zn-SOD en corteza renal de los animales tratados 
con fructosa podría ser parte de un mecanismo adaptativo ante los niveles 
elevados de anión superóxido. La mayor actividad de esta enzima generaría un 
aumento en la producción de peróxido de hidrógeno, que sumado al aumento en 
la expresión de NOX4, justificaría la actividad aumentada de la enzima GPx. 
Resulta interesante que el incremento en la actividad de la GPx no se encuentra 
asociado a un aumento en su expresión. Esto sugiere que la mayor actividad de 
esta enzima se debería a modificaciones posttraduccionales como la 
fosforilación en sitios de activación específicos (Cao y col., 2003). En el grupo 
que recibió la administración dietaria de (‒)-epicatequina junto con la fructosa 
tanto la producción de anión superóxido como la actividad de las enzimas Cu/Zn-
SOD y GPx resultaron significativamente menores respecto al grupo tratado con 
fructosa.  
Integrando los resultados en relación con estas enzimas, si bien en los 
tres modelos experimentales estudiados en esta tesis hubo un aumento en la 
producción de anión superóxido a nivel de la corteza renal, las enzimas SOD, 
CAT y GPx resultaron alteradas en su actividad y/o expresión de forma diferente 
en cada uno de los casos estudiados. Podemos destacar que una alteración en 
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común que se manifestó en los tres modelos fue el aumento en la actividad de 
la GPx, el cual fue atenuado por la administración dietaria de (‒)-epicatequina. 
Este resultado sugiere que, de las enzimas metabolizadoras de oxidantes 
estudiadas, la GPx sería la más sensible ante un aumento en la producción de 
anión superóxido/peróxido de hidrógeno. 
Las discrepancias en la respuesta de las enzimas metabolizadoras de 
oxidantes observadas en esta tesis forman parte de un contexto más amplio en 
el cual, a pesar de que se cuenta con mucha información de tipo descriptiva 
sobre su comportamiento en distintos modelos experimentales, no se ha logrado 
una comprensión adecuada del significado de estas alteraciones (Zhan y col., 
2004; Sainz y col., 2005; Ceretta y col., 2012; Piotrkowski y col., 2015; Calabró 
y col., 2016). En la actualidad se están analizando las distintas localizaciones 
subcelulares de las NOXs para establecer relaciones con las alteraciones en las 
enzimas encargadas de metabolizar anión superóxido/peróxido de hidrógeno 
(Sies, 2017). 
4.5.4.4. Integrando el efecto de la (‒)-epicatequina sobre la 
biodisponibilidad de NO en corteza renal de ratas con sobrecarga de 
fructosa 
Como se mencionó en la Sección 1.12., el anión superóxido y el NO 
participan en una reacción con una constante de velocidad de reacción cercana 
al límite de difusión, generando como producto anión peroxinitrito. Estudios in 
vitro muestran que la máxima producción de peroxinitrito se alcanza cuando se 
equiparan los flujos de NO y de anión superóxido (Radi, 2013). En esta tesis las 
modificaciones en los niveles de nitrotirosinas proteicas no se asociaron a la 
producción de NO, sino a la generación de anión superóxido, sugiriendo que bajo 
nuestras condiciones experimentales el anión superóxido fue siempre el reactivo 
limitante de la formación de peroxinitrito. Esta situación puede ser utilizada para 
desarrollar estrategias de inhibición en la producción de cantidades perjudiciales 
de peroxinitrito inhibiendo la NOX2 (Zielonka y col., 2016). 
Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en la Sección 3.3. 
sugieren que el tratamiento con fructosa genera una disminución en la 
biodisponibilidad de NO por efectos concurrentes sobre sus determinantes 
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(producción enzimática de NO y producción de anión superóxido derivado de la 
actividad de la NOX), obteniendo como resultado una menor biodisponibilidad de 
NO en corteza renal. Paralelamente, el aumento en la producción de anión 
superóxido, junto con el peroxinitrito formado por la reacción del NO con esta 
especie radical, causarían el daño oxidativo a biomoléculas (Figura 54A). La 
administración dietaria de (‒)-epicatequina en las ratas que recibieron la 
sobrecarga de fructosa restableció los niveles fisiológicos de NO, al aumentar su 
producción enzimática y disminuir la producción de anión superóxido derivado 
de la actividad de la NOX. Consecuentemente, se atenuó el daño oxidativo a 
biomoléculas en corteza renal (Figura 54B). Estos efectos de la (‒)-epicatequina 
restableciendo la biodisponibilidad normal de NO y previniendo o atenuando el 
daño oxidativo serían responsables de la mejora en los parámetros de función 









Figura 54. Esquema del efecto del tratamiento con fructosa con y sin la administración 
dietaria de (‒)-epicatequina sobre el metabolismo del NO y del anión superóxido en 
corteza renal de rata. El tratamiento con fructosa aumentó la producción enzimática de 
NO y la expresión/actividad de la NOX, incrementando la producción de anión 
superóxido, que reacciona con el NO generando peroxinitrito. El aumento en la 
generación de anión superóxido y peroxinitrito induce daño oxidativo a biomoléculas. 
Por otro lado, la mayor producción de anión superóxido/peroxinitrito derivadas de la 
NOX produce alteraciones en la expresión/actividad de las enzimas antioxidantes (A). 
La administración dietaria de (‒)-epicatequina aumentó aún más la producción 
enzimática de NO y disminuyó la actividad/expresión de la NOX, atenuando la 
producción de anión superóxido y de peróxido de hidrógeno. En consecuencia, 
disminuyen: i) la producción de peroxinitrito, ii) el daño oxidativo a biomoléculas y iii) las 
alteraciones en la expresión/actividad de las enzimas antioxidantes (B). 
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4.5.5. Vía de señalización de NFκB 
4.5.5.1. Posibles mecanismos que contribuyen a la activación de la vía de 
señalización de NFκB en corteza renal de ratas con sobrecarga de fructosa 
En este trabajo de tesis la sobrecarga de fructosa activó la vía de 
señalización de NFκB en la corteza renal, sin haberse encontrado diferencias en 
la expresión de TLR4 entre los grupos experimentales. Sin embargo, no se 
descarta una mayor activación de TLR4 por unión a LPS o a DAMPs producto 
del daño tisular generado por la sobrecarga de fructosa.  
Se ha reportado que la sobrecarga de fructosa induce cambios en la 
microflora intestinal que llevan a un aumento en la permeabilidad del intestino, 
favoreciendo la absorción de bacterias o productos bacterianos como el LPS 
presentes en el tracto gastrointestinal. Esto contribuye al desarrollo de 
endotoxemia metabólica (incremento moderado de los niveles de LPS 
plasmáticos generado por un exceso nutricional) (Hotamisligil, 2006). En ratas 
con sobrecarga de fructosa se han registrado aumentos en los niveles de LPS 
plasmáticos que pueden activar a TLR4  (Zhou y col., 2016). Otros estudios 
demostraron que la alta ingesta de fructosa resulta en aumentos el crecimiento 
de bacterias intestinales y de la permeabilidad intestinal,  asociados a la 
activación de TLR4 a nivel hepático (Thuy y col., 2008; Spruss y col., 2009) 
Si bien se conoce menos sobre el tema, las DAMPs generadas por la 
sobrecarga de fructosa pudieron haber activado TLRs y mediante este 
mecanismo activar la vía de señalización de NFκB en riñón. Por ejemplo, el 
aumento de triglicéridos plasmáticos podría haber provocado un incremento de 
ácidos grasos libres que son reconocidos por TLR2 y TLR4 (Huang y col., 2012). 
Por otro lado, la mayor expresión y actividad de las NOXs en este modelo 
experimental contribuiría de manera indirecta a la activación de la vía de 
señalización de NFκB debido a la mayor producción EAO (Kono y col., 2000; 
Brar y col., 2002; Piao y col., 2005; Udwan y col., 2016). A su vez, la activación 
de NFκB estaría contribuyendo al aumento en la transcripción de la NOX4 y de 
las subunidades p47phox y gp91phox de la NOX2 (Anrather y col., 2006; Manea y 
col., 2007 y 2010), mientras que el aumento en la expresión de TNFα estimularía 
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la activación de la NOX2 mediante su activación por fosforilación de p47phox (Frey 
y col., 2002; Gertzberg y col., 2004; Tojo y col., 2005). Por lo tanto, la activación 
de la vía de señalización de NFκB generaría un sistema de retroalimentación 
positiva al aumentar la expresión y/o actividad de las NOXs, que generan EAO 
que contribuyen a la activación de esta vía de señalización. 
4.5.5.2. Efecto de la (‒)-epicatequina sobre la activación de la vía de 
señalización de NFκB en corteza renal inducido por la sobrecarga de 
fructosa en ratas 
Conjuntamente con las modificaciones funcionales y oxidativas 
producidas por la sobrecarga de fructosa en corteza renal, se produjo la 
activación de la vía de señalización de NFκB evidenciada por: i) mayores niveles 
de la fosforilación activadora en Ser(176/180) del dímero IKKα/β, ii) mayores 
niveles de la fosforilación en Ser(32) y menor contenido citoplasmático de IκBα, 
indicando la degradación vía proteosoma de dicho inhibidor, iii) aumento en el 
contenido de la subunidad p65 fosforilada en Ser(536)  medida en citoplasma y 
iv) aumento en  la relación entre el contenido nuclear y citoplasmático de p65. 
La activación de la vía de señalización de NFκB explicaría el aumento en 
las expresiones en corteza renal de mediadores proinflamatorios (TNFα, iNOS e 
IL-6) regulados por este factor de transcripción en el grupo tratado con fructosa 
respecto al grupo control. Estos resultados refuerzan la hipótesis del estado 
proinflamatorio a nivel renal establecido por el alto consumo de fructosa (Gersch 
y col., 2007; Cirillo y col., 2009; Wang y col., 2016).  
La administración dietaria de (‒)-epicatequina logró atenuar la activación 
de esta vía de señalización en ratas con sobrecarga de fructosa disminuyendo: 
i) los niveles de fosforilación activadora en Ser(176/180) de IKKα/β, ii) la 
fosforilación en Ser(32) de IκBα, iii) el contenido citoplasmático de p65 fosforilado 
en Ser(536) y iv) la relación entre el contenido nuclear y citoplasmático de p65, 
respecto al grupo tratado sólo con fructosa. Como consecuencia, la 
administración dietaria de (‒)-epicatequina contribuiría a atenuar la expresión de 
las moléculas proinflamatorias TNFα, iNOS e IL-6 en corteza renal, 
disminuyendo la inflamación renal.  
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Trabajos previos ya mostraron evidencia de la capacidad antiinflamatoria 
de la (‒)-epicatequina. Utilizando las mismas condiciones experimentales que en 
esta tesis, Bettaieb y col. (2014) demostraron la capacidad de la (‒)-epicatequina 
de disminuir la activación de NFκB y las expresiones de TNFα y de la proteína 
quimioatractante de monocitos 1 (MCP-1) tanto en hígado como en tejido 
adiposo (Bettaieb y col., 2014). El efecto antiinflamatorio de la (‒)-epicatequina 
también fue demostrado en ratones sometidos a dietas altas en colesterol, en 
donde atenuó procesos inflamatorios regulados por NFκB como la quimiotaxis y 
el remodelamiento de la matriz en aorta (Morrison y col., 2014). En el mismo 
trabajo, estos resultados fueron confirmados en ratones transgénicos en los 
cuales la dieta alta en colesterol indujo la activación de NFκB a nivel sistémico, 
evaluada a través de la técnica del gen reportero luciferasa. Esta sobreactivación 
de NFκB fue inhibida por la administración dietaria de (‒)-epicatequina. 
La administración dietaria de (‒)-epicatequina logró atenuar la activación 
de la vía de señalización de NFκB, las expresiones de iNOS, TNFα e IL-6 y la 
producción de anión superóxido derivado de la actividad de la NOX, así como 
también las expresiones de la subunidad NOX4 y de la subunidad activadora 
p47phox de la NOX2 en ratas tratadas con sobrecarga de fructosa. Un posible 
mecanismo por el cual la (‒)-epicatequina podría inhibir la vía de señalización de 
NFκB inducida por la sobrecarga de fructosa en corteza renal de rata podría ser 
mediante la inhibición en la expresión y/o actividad de la NOX, disminuyendo la 
producción de anión superóxido/peróxido de hidrógeno derivada de su actividad, 
que tienen la capacidad de activar la vía de señalización de NFκB. 
Consecuentemente, la inhibición de NFκB disminuiría: i) la expresión de las 
subunidades de las NOXs cuya transcripción es controlada por este factor de 
transcripción y ii) la activación de la NOX2 mediada por TNFα. 
4.5.6. La (‒)-epicatequina y su potencial utilización para atenuar las 
alteraciones renales asociadas a mecanismos prooxidantes y 
proinflamatorios inducidos por la dieta 
Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en la Sección 3.3. 
sugieren que el incremento en la producción de anión superóxido y la 
consecuente disminución en la biodisponibilidad de NO, junto con el estado 
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proinflamatorio  establecido por la activación de la vía de señalización de NFκB  
podrían ser las causas subyacentes a las alteraciones renales incipientes 
asociadas a la alta ingesta de fructosa, como el aumento en la proteinuria y el 
desarrollo de fibrosis intersticial y perivascular, la disminución en la expresión de 
componentes estructurales de la barrera de filtración glomerular, el daño 
oxidativo a biomoléculas y la inflamación local. Considerando esta evidencia, la 
capacidad de la (‒)-epicatequina dietaria de atenuar la sobreexpresión y 
actividad de la NOX podría ser de gran utilidad para controlar las alteraciones 
oxidativas y la inflamación renal inducida por la alta ingesta de fructosa.  
Los hallazgos descriptos en esta tesis proporcionan nueva e importante 
información utilizable tanto en el diseño de dietas saludables ricas en frutas y 
hortalizas como en desarrollos farmacológicos dirigidos a la prevención y el 
tratamiento de enfermedades metabólicas y crónicas no transmisibles, en las 
cuales esté comprometida la biodisponibilidad de NO o que presenten un 






























1. Conclusiones del Estudio I 
1.1. La administración dietaria de (‒)-epicatequina disminuyó el incremento en la 
PAS inducido por el tratamiento con L-NAME durante 4 días. 
1.2. La administración dietaria de (‒)-epicatequina restableció los valores 
fisiológicos de creatinina y urea plasmáticos, aumentados por el tratamiento con 
L-NAME, sugiriendo una protección contra el daño que lleva a la pérdida de la 
función renal. 
1.3. La administración dietaria de (‒)-epicatequina modificó los determinantes de 
la biodisponibilidad de NO en corteza renal en dirección a un aumento en la 
concentración de NO en estado estacionario en ratas tratadas con L-NAME. Este 
efecto de la (‒)-epicatequina estaría mediado por un aumento en la actividad de 
la NOS y una menor producción de anión superóxido. 
1.3.1. La mayor actividad de la NOS no se asoció a una mayor expresión 
proteica ni a una mayor fosforilación activadora en Ser(1177) de la eNOS. 
1.3.2. La menor producción de anión superóxido se asoció a la inhibición 
de la sobreexpresión de las subunidades gp91phox y p47phox de la NOX2. 
1.4. La administración dietaria de (‒)-epicatequina restableció los niveles 
normales de actividad de la enzima CAT y de actividad y expresión de las 
enzimas GPx y Mn-SOD, y disminuyó el daño oxidativo a lípidos y proteínas 
(niveles de MDA y de complejos nitrotirosina proteicos) en corteza renal de ratas 
tratadas con L-NAME.  
2. Conclusiones del Estudio II 
2.1. La administración dietaria de (‒)-epicatequina restableció los valores 
fisiológicos de creatinina y urea plasmáticos, aumentados por la administración 




2.2. La administración dietaria de (‒)-epicatequina inhibió la sobreexpresión de 
las moléculas proinflamatorias iNOS, TNFα e IL-6 y del marcador de macrófagos 
ED1 en corteza renal de ratas tratadas con LPS. 
2.3. La administración dietaria de (‒)-epicatequina inhibió la activación de la vía 
de señalización de NFκB inducida por la administración de LPS en corteza renal 
a diferentes niveles: i) disminución en la expresión de TLR4, ii) disminución en la 
fosforilación activadora en Ser(176/180) de IKKα/β, iii) disminución en la 
fosforilación en Ser(32) de IκBα y aumento de sus niveles citoplasmáticos y iv) 
disminución en la fosforilación activadora en Ser(536) de p65 y en su relación 
entre el contenido nuclear y citoplasmático. 
2.4. La administración dietaria de (‒)-epicatequina inhibió la activación de la vía 
de señalización de NFκB inducida por la administración de LPS en corteza renal, 
en paralelo con la inhibición en el incremento de la producción de anión 
superóxido, asociada a la inhibición de la sobreexpresión de la subunidad 
activadora p47phox de la NOX2. 
2.5. La administración dietaria de (‒)-epicatequina restableció los niveles 
normales de actividad de la enzima GPx y disminuyó el daño oxidativo a lípidos 
(niveles de MDA) en corteza renal de ratas tratadas con LPS. 
3. Conclusiones del Estudio III 
3.1. La administración dietaria de (‒)-epicatequina disminuyó el incremento en la 
PAS y las concentraciones plasmáticas de TG en ratas con sobrecarga de 
fructosa, dos alteraciones asociadas a un mayor riesgo de enfermedad 
cardiovascular. 
3.2. La administración dietaria de (‒)-epicatequina disminuyó la proteinuria y la 
fibrosis en corteza renal y restableció los niveles de expresión de sinaptopodina, 
nefrina y WT1 en ratas con sobrecarga de fructosa.  
3.3. La administración dietaria de (‒)-epicatequina modificó los determinantes de 
la biodisponibilidad de NO en corteza renal en dirección a un aumento en la 
concentración de NO en estado estacionario en ratas con sobrecarga de 
fructosa. Este efecto de la (‒)-epicatequina estaría mediado por un aumento en 
la actividad de la NOS y una menor producción de anión superóxido. 
 139 
 
3.3.1. La mayor actividad de la NOS se asoció a un aumento en la 
expresión de la nNOS. 
3.3.2. La menor producción de anión superóxido se asoció a la inhibición 
de la sobreexpresión de la subunidad activadora p47phox de la NOX2. 
3.4. La administración dietaria de (‒)-epicatequina restableció los niveles 
normales de actividad de la enzima GPx y disminuyó el daño oxidativo a lípidos 
y proteínas (contenido de TBARS y de complejos nitrotirosinas y 4-HNE 
proteicos) en corteza renal de ratas con sobrecarga de fructosa. 
3.5. La administración dietaria de (‒)-epicatequina inhibió la sobreexpresión de 
las moléculas proinflamatorias iNOS, TNFα e IL-6 en corteza renal de ratas 
tratadas con sobrecarga de fructosa. 
3.6. La administración dietaria de (‒)-epicatequina inhibió la activación de la vía 
de señalización de NFκB inducida por la sobrecarga de fructosa en corteza renal 
a diferentes niveles: i) disminución en la fosforilación activadora en Ser(176/180) 
de IKKα/β, ii) disminución en la fosforilación en Ser(32) de IκBα y iii) disminución 
en la fosforilación activadora en Ser(536) de p65 y en su relación entre el 
contenido nuclear y citoplasmático. 
3.7. La administración dietaria de (‒)-epicatequina inhibió la activación de la vía 
de señalización de NFκB en corteza renal inducida por la sobrecarga de fructosa. 
Este efecto de la (‒)-epicatequina podría asociarse a su capacidad de disminuir 
la producción de anión superóxido/peróxido de hidrógeno derivada de la 
actividad de la NOX, las cuales estimulan la activación de esta vía de 
señalización.  
4. Conclusiones generales 
4.1. Los mecanismos de acción de la (‒)-epicatequina incluyeron efectos 
específicos sobre proteínas, modulando la producción del NO, de especies 
activas del oxígeno derivadas de la actividad de las NOXs y la vía de señalización 
de NFκB. 
4.2. La acción de la (‒)-epicatequina disminuyendo la producción de especies 
activas del oxígeno se asoció a mecanismos indirectos sobre proteínas 
específicas, regulando su expresión y/o actividad. La acción directa por 
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interacción con las especies activas del oxígeno o por atrapamiento de metales 
con actividad de óxido-reducción por parte de la (‒)-epicatequina tendría poca 
relevancia fisiológica a las concentraciones que alcanza el compuesto original y 
sus metabolitos en tejidos de mamíferos. 
4.3. Los hallazgos descriptos en esta tesis proporcionan nueva e importante 
información utilizable tanto en el diseño de dietas saludables ricas en frutas y 
hortalizas como en desarrollos farmacológicos dirigidos a la prevención y el 
tratamiento de enfermedades metabólicas y crónicas no transmisibles, en las 
cuales se comprometa la biodisponibilidad de NO o que presenten un 
































 En esta tesis se estudió el efecto modulador de la administración dietaria de (‒)-
epicatequina sobre la función renal y las alteraciones bioquímicas en  corteza renal de 
rata en términos de: i) el incremento en la producción de oxidantes y la disminución de 
la biodisponibilidad de óxido nítrico (NO) en un modelo de inhibición de actividad de la 
NO sintasa por administración de L-NAME; ii) la generación de un estado inflamatorio 
en un modelo de endotoxemia por administración de LPS y iii) de ambas alteraciones 
en un modelo de sobrecarga crónica de fructosa.  
 En los tres modelos, la administración de (‒)-epicatequina aumentó la producción 
enzimática de NO y disminuyó la producción de anión superóxido a valores controles 
mediante la modulación de la actividad y expresión de las enzimas NO sintasa y NADPH 
oxidasa. En los modelos de administración de LPS y de sobrecarga de fructosa, la 
administración de (‒)-epicatequina inhibió la activación de la vía de señalización de 
NFκB y los procesos inflamatorios asociados. 
Los hallazgos descriptos en esta tesis proporcionan importante información 
utilizable en el diseño de dietas saludables y en desarrollos farmacológicos dirigidos a 
la prevención y tratamiento de enfermedades metabólicas y crónicas no transmisibles 
que presenten un compromiso en la biodisponibilidad de NO y/o un componente 
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